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Атомно-абсорбционная спектрофотоме-
трия (ААС) является фармакопейным методом 
[1] и широко применяется для количествен-
ного определения металлов в лекарственных 
средствах (ЛС). Так, применение ААС являет-
ся достаточно обычным для контроля калия и 
железа в готовых лекарственных средствах - 
аспаркаме [2], таблетках калия глюконата, же-
леза фумарата, железа глюконата и др. [3]. Для 
витаминов и пищевых добавок Американская 
Фармакопея (USP) использует ААС как основ-
ной метод фармакопейного количественного 
определения металлов [3].

Как и любая другая фармакопейная методи-
ка, методика ААС должна быть валидирована. 
Рекомендации по проведению валидации ме-
тодик ААС даны в Государственной Фармако-
пее Украины (ГФУ) [1], которая гармонизована 
с Европейской Фармакопеей (ЕФ). Однако их 
применение на практике вызывает много во-
просов. Следует отметить, что в ГФУ описана 
стандартизованная процедура валидации ана-
литических методик [4], которая в настоящее 
время разработана для всех основных фарма-
копейных методов спектрофотометрии (СФ), 
ВЭЖХ, ГХ в вариантах количественного опре-
деления, контроля сопутствующих примесей, 
контроля остаточных растворителей методом 
добавок и основных вариантов титрования [5]. 
Достаточно подробно разработана специфика 
валидации методик контроля качества и для 
экстемпоральных препаратов [6].

Однако для методик ААС до настоящего 
времени такая стандартизованная процедура 

не описана, что создает определенные трудно-
сти при проведении валидации методик ААС 
количественного определения ЛС. В данной 
работе предпринята попытка провести крити-
ческий анализ подхода ГФУ-ЕФ и разработать 
такую процедуру.

1. Подход ГФУ-ЕФ к выполнению и 

валидации методик ААС

Процедура [1]

Для проведения анализа обычно используют 
концентрации, которые находятся в пределах 
линейного диапазона калибровочной кривой. 
Если это невозможно, можно использовать 
также криволинейные участки калибровочной 
кривой после их обработки с помощью подхо-
дящей математической программы.

Определение проводят путем сравнения 
величин поглощения испытуемого раствора и 
растворов сравнения с известными концентра-
циями определяемого элемента, методом кали-
бровки (метод 1) или методом стандартных до-
бавок (метод 2). 

Метод 1 — Метод калибровки

Для рутинных измерений готовят три рас-
твора сравнения исследуемого элемента и хо-
лостой раствор.

Испытуемый раствор готовят, как указа-
но в частной статье. Не менее трех растворов 
сравнения определяемого элемента готовят 
так, чтобы диапазон концентраций этих рас-
творов включал ожидаемое значение концен-
трации определяемого элемента в исследуемом 
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Стандартизованная процедура валидации методик атомно-
абсорбционного количественного определения лекарственных средств в 
варианте калибровочного графика
Проведен критический анализ фармакопейной процедуры валидации методик атомно-абсорбционной спектрофото-
метрии (ААС) и показана ее метрологическая некорректность. Разработана метрологически обоснованная стандар-
тизованная процедура валидации методик количественного определения с помощью ААС в варианте калибровочного 
графика. Показано, что более надежным является подход, основанный на предположении равенства неопределенно-
стей калибровки и испытуемой пробы. Показано также, что для достаточно узких аналитических диапазонов (не шире 
(70-130) % от номинального значения) может применяться также и метод стандарта. Разработанная стандартизованная 
процедура валидации апробирована на ААС-количественном определении железа в мультивитаминно-минеральном 
комплексе Gesticare.
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растворе. Для количественных определений 
оптимальный диапазон калибровки должен на-
ходиться между такими значениями, которые в 
0.7-1.3 раза превышают значение ожидаемого 
содержания определяемого элемента или преде-
ла, указанного в частной статье. Для испытания 
на граничное содержание примесей диапазон 
калибровки должен охватывать предел обна-
ружения и 1.2 специфицированного предела 
определяемого элемента. Какие-либо реакти-
вы, которые используются при приготовлении 
испытуемого раствора, прибавляют к раство-
рам сравнения и холостому раствору в тех же 
количествах, что и для испытуемого раствора.

Испытуемый раствор и каждый раствор срав-
нения вводят в генератор одинаковое количество 
раз для получения устойчивых значений.

Расчеты. Строят калибровочную кривую 
зависимости средних значений поглощений 
растворов сравнения от концентрации и опре-
деляют концентрацию элемента по значению 
поглощения испытуемого раствора на постро-
енной калибровочной кривой.

Метод 2 – Метод стандартных добавок

Испытуемый раствор готовят, как указано 
в частной статье. Равные объемы испытуемо-
го раствора помещают не менее чем в три мер-
ные колбы одинакового объёма. Во все колбы, 
кроме одной, прибавляют пропорционально 
увеличивающиеся объемы раствора сравнения 
определяемого элемента и доводят содержимое 
каждой колбы растворителем до метки. При 
этом концентрации полученных растворов, по 
возможности, должны находиться в линейной 
области калибровочной кривой.

Каждый из растворов вводят в прибор оди-
наковое количество раз, каждый раз регистри-
руют установившееся показание.

Вычисление. Рассчитывают параметры ли-
нейной зависимости методом наименьших ква-
дратов, строят калибровочную кривую и по ней 
находят концентрацию определяемого элемен-
та в испытуемом растворе.

1.2. Валидация [1]

Линейность

В соответствии с ГФУ-ЕФ [1] готовят и ана-
лизируют не менее 4 стандартных растворов 
в диапазоне калибровки и один холостой рас-
твор. В случае Метода 1 – Метода калибров-
ки диапазон для количественного определения 
должен охватывать (70-130) % от номинального 
значения. Проводят не менее 5 измерений для 
каждого раствора. 

Параметры калибровочной прямой рас-
считывают методом наименьших квадратов, 

используя данные всех измерений. Методика 
анализа считается приемлемой, если:
— коэффициент корреляции превышает 0.99,
— остаточные отклонения (разница между 

средними экспериментальными значения-
ми для каждого раствора и рассчитанными 
по калибровочной прямой) распределены 
вокруг калибровочной прямой случайным 
образом.
Рассчитывают средние значения и отно-

сительные стандартные отклонения (RSD) для 
точек с наибольшей и наименьшей концентра-
циями калибровочной прямой. Если отноше-
ние рассчитанных стандартных отклонений 
выходит за диапазон 0.5-2.0, для расчета кали-
бровочной прямой используют весовые мно-
жители для точек.

Правильность

Для количественного определения иссле-
дуют значения введено/найдено в диапазоне 
концентраций (90-120)%, для следового анали-
за — в диапазоне (80-120)%.

Сходимость

Должна быть не более 3 % для количествен-
ного определения и не более 5% для предель-
ных тестов.

Валидация аналитических методик в USP 
описана в общей статье <1225> Validation of 
compendial procedures [3], которая гармонизо-
вана с соответствующим руководством ICH и 
поэтому мало чем отличается от общей статьи 
ГФУ-ЕФ [4]. Каких-либо особых указаний для 
валидации методик ААС USP не дает.

2. Обсуждение подхода ГФУ-ЕФ

2.1. Методика

2.1.1. Проблема линейности и выбор 
методики

Характерной особенностью ААС является то, 
что, в отличие от абсорбционной спектрофото-
метрии, для выполнения линейной зависимости 
абсорбции от концентрации здесь нет теорети-
ческих предпосылок, но в воспроизводимых 
условиях линейность обычно выполняется [3, 
<851>]. На практике линейность выполняется 
в достаточно узком диапазоне. Типичный при-
мер зависимости абсорбции от концентрации 
приведен на Рис. 1.

Как видно, о прямо пропорциональной за-
висимости (т.е. о прохождении калибровочной 
прямой через нуль) можно говорить только для 
области значений абсорбции примерно до 0.25. 
Кроме того, для разных определяемых элемен-
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тов и разных приборов эта область, вообще го-
воря, может быть различной. В остальных слу-
чаях линейная зависимость выполняется для 
узкого интервала концентраций, но остаточ-
ный член не равен нулю.

Рисунок 1
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Это приводит к тому, что ГФУ-ЕФ, хотя и 
рекомендует работать в линейном диапазоне 
калибровочной кривой, но допускает и исполь-
зование криволинейных участков этой кривой 
после ее обработки с применением подходящей 
математической программы [1]. Для других фар-
макопейных методов (СФ, ВЭЖХ, ГХ, титрова-
ние) таких рекомендаций ГФУ-ЕФ не дает.

Такая неопределенность с линейностью 
приводит к тому, что в европейской части об-
щей статьи ГФУ 2.2.23 [1] метод стандарта хо-
тя и разрешен, но не описан. Описаны только 
Метод 1 - Метод калибровки и Метод 2 – Ме-
тод стандартных добавок. Это связано, по-
видимому, с тем, что исторически метод ААС 
вначале нашел применение в контроле метал-
лов в сплавах и других объектах с широкими 
аналитическими диапазонами концентраций. 
Для этих диапазонов линейность в ААС обыч-
но выполняется плохо, а если и выполняется, 
то свободный член (отрезок, отсекаемый кали-
бровочной прямой на оси ординат) обычно ста-
тистически и практически значим, что делает 
невозможным применение метода стандарта 
и, соответственно, использование стандарти-
зованной процедуры валидации [4-5]. Возмож-
но, поэтому в европейскую часть ГФУ и были 
введены Методы 1 и 2 [1].

В то же время, аналитические диапазоны 
при контроле ЛС гораздо уже, чем для контроля 
сплавов, и здесь в определенных случаях воз-
можно применение метода стандарта. Поэтому 
USP в общей статье <851> Spectrophotometry 
and light-scattering [3] описывает метод стан-
дарта для ААС как основной, а в монографиях 
на конкретные ЛС использует как метод стан-
дарта (Ferrous Fumarate Tablets), так и метод ка-
либровочного графика (Ferrous Fumarate and 
Docusate Sodium Extended-Release Tablets, Oil- 
and Water-Soluble Vitamins with Minerals Oral So-
lution) [3]. Учитывая это, в национальную часть 
ГФУ для ААС было введено описание метода 
стандарта [1].

Отметим, однако, что в ГФУ-ЕФ (а также в 
USP) отсутствуют критерии применимости ме-
тода стандарта для анализа ЛС методом ААС.

В тех случаях, когда ААС-методика вносит-
ся в регистрационную документацию (и, соот-
ветственно, предполагается ее использование в 
гослабораториях по контролю качества ЛС, где 
оборудование может быть более низкого уров-
ня), использование калибровочного графика 
для анализа ЛС носит более общий характер, 
чем применение метода стандарта.

Учитывая узкий интервал линейности в ААС, 
возможность применения Метода 2 - Метода 
стандартных добавок для количественного 
анализа ЛС вызывает очень большие сомне-
ния. Действительно, если применение метода 
стандарта или метода калибровочного графика 
предполагает по ГФУ-ЕФ выполнение линей-
ности в интервале (70-130)% от номинального 
значения, то применение метода добавок пред-
полагает обязательное выполнение линейности 
в интервале (70-230)%, что вряд ли возможно с 
хорошей точностью (Рис. 1). Говорить о при-
менении метода добавок при нелинейной ка-
либровке вообще некорректно, поскольку мы 
априорно не знаем, на каком участке этой кри-
вой находится испытуемый раствор. Поэтому, 
в общем случае, применение метода добавок 
в ААС возможно для контроля примесей (где 
требуемая точность невелика), но не для коли-
чественного определения ЛС.

2.1.2. Метрологическая корректность 
методик ГФУ-ЕФ

В ГФ-ЕФ указано, что рутинный анализ де-
лается на 3 растворах сравнения, по которым 
строится калибровочный график. В этом слу-
чае число степеней свободы для калибровочной 
прямой (Y = a + b·X) равно ν = 3-2 = 1. Одно-
сторонний коэффициент Стьюдента для веро-
ятности 0.95 при этом равен 6.31. Говорить о 
надежности такой калибровочной прямой не 
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приходится. Учитывая также неопределенность 
измерений испытуемого раствора, такая мето-
дика вряд ли поддается валидации. 

Очевидно, что ни о какой криволинейной 
калибровке по трем точкам не может быть да-
же и речи, поскольку даже для квадратичной 
функции (Y = a + b·X + с·X2) число степеней 
свободы равно нулю.

Отметим, что USP в случае ААС-методик 
поступает гораздо более корректно. Так, на-
пример, для количественного определения 
железа Ferrous Fumarate and Docusate Sodium 
Extended-Release Tablets используется ААС-
методика с построением калибровочного гра-
фика по 5 точкам (а не по трем, как рекомен-
дует ГФУ-ЕФ) [3].

2.2. Корректность валидационных критериев 

ГФУ-ЕФ

2.2.1. Регламентация отношения 
относительных стандартных отклонений 
(RSD) для точек с наибольшей и наименьшей 
концентрациями калибровочной прямой

Это отношение должно быть в интервале 
0.5-2.0. В противном случае для расчета кали-
бровочной прямой используют весовые мно-
жители для точек, т.е. применяют взвешенный 
метод наименьших квадратов.

Учитывая, что для обоих RSD число степе-
ней свободы v1 = v2 = 5-1 = 4, используя рас-
пределение Фишера [7], можно показать, что 
интервал 0.5-2.0 соответствует доверительной 
вероятности 0.90. Однако такая вероятность 
различия RSD не является статистически зна-
чимой. В аналитической практике принято счи-
тать, что различие RSD является значимым при 
вероятности выше 0.95 и высокозначимым при 
вероятности выше 0.99 [7]. Это соответствует в 
нашем случае (v1 = v2 = 5-1 = 4) интервалу от-
ношения 0.4-2.5 (р = 0.95) и 0.25-4.0 (р = 0.99). 
Таким широким допускам отношения RSD от-
вечают на практике почти всегда. 

Вопрос о регламентация отношения RSD ста-
новится еще более запутанным, если учесть, 
что при построении невзвешенного калибро-
вочного графика используется предположение 
постоянства абсолютных, а не относительных 
стандартных отклонений в аналитическом диа-
пазоне (в противном случае необходимо вводить 
весовые множители). Поскольку этот диапазон 
охватывает (70-130) % от номинальной концен-
трации, получим, что даже при точном соблю-
дении постоянства абсолютных стандартных 
отклонений, величины RSD для наибольшей и 
наименьшей концентраций будут отличаться 
в 130/70 = 1.86 раза, т.е. почти на пределе тре-

бований (0.5-2.0). Учитывая неизбежные стати-
стические колебания RSD из 5 опытов, выход 
отношения RSD за пределы 0.5-2.0 является до-
статочно обычным случаем.

Как видно, регламентация отношения RSD 
для наибольшей и наименьшей концентраций 
в пределах 0.5-2.0 является очень спорной.

2.2.2. Использование весовых множителей для 
построения калибровочной прямой

В этом случае используется взвешенный ме-
тод наименьших квадратов (ВМНК). В качестве 
весов при этом обычно используют величины, 
обратные соответствующим абсолютным дис-
персиям для точек [8]. ВМНК позволяет более 
точно построить калибровочную прямую (в об-
щем случае кривую). Однако это верно только в 
том случае, если дисперсии являются генераль-
ными или близкими к ним (т.е. полученными для 
большого числа точек). В случае 5 измерений 
(а именно столько рекомендует ГФУ-ЕФ брать 
для получения дисперсий точек при построении 
калибровочной прямой в ААС) дисперсии то-
чек в другой серии опытов могут отличаться в 2 
раза (что является статистически незначимым 
по Фишеру на уровне 95 % [7]), и «взвешенная» 
калибровочная прямая будет совершенно дру-
гой, т.е. невоспроизводимой.

Еще более запутанным является вопрос о 
статистической оценке параметров «взвешен-
ной» калибровочной прямой. Действительно, 
остаточное стандартное отклонение и коэффи-
циент корреляции такой «взвешенной» прямой 
не имеют того смысла, который они имеют для 
обычной «невзвешенной» прямой. Поэтому, 
например, методика анализа, основанная на 
«взвешенной» калибровочной прямой с коэф-
фициентом корреляции 0.995, отнюдь не всегда 
лучше, чем методика, основанная на обычной 
«невзвешенной» прямой с коэффициентом 
корреляции 0.99.

Как видно, вопрос о введении весовых мно-
жителей является достаточно спорным и нео-
пределенным при проведении валидации.

2.2.3. Требование к коэффициенту корреляции

Из текста методики проведения валидации по 
ГФУ-ЕФ (п. 1.2) не совсем ясно, сколько же то-
чек обрабатываются с помощью МНК. Действи-
тельно выражение «Параметры калибровочной 
прямой рассчитывают методом наименьших 
квадратов, используя данные всех измерений» 
можно рассматривать и как то, что обрабатыва-
ется 4×5 = 20 значений ординат против 4 зна-
чений абсцисс (концентраций). Такой вариант 
обработки с помощью МНК является бессмыс-
ленным при проверке линейности, поскольку 



9

ФАРМАКОМ               4-2011
только маскирует возможную нелинейность и 
создает видимость увеличения числа степеней 
свободы. Идя таким путем, можно попытаться 
(безуспешно) обрабатывать с помощью МНК 
20-кратные измерения одной концентрации.

С другой стороны, там же читаем: «Если от-
ношение рассчитанных стандартных откло-
нений выходит за диапазон 0.5-2.0, для расчета 
калибровочной прямой используют весовые мно-
жители для точек». Разрешение на использо-
вание весовых множителей для точек означает, 
что с помощью МНК обрабатываются всего n = 
4 значений ординат (средние из 5 измерений) 
против 4 значений абсцисс (концентраций).

Коэффициент корреляции Rc можно рас-
считать из соотношения [7]:

 

2
2

21 ,rest
c

Co

SDR
SD

= −
 

(1)

где:
SDrest — остаточное абсолютное стандартное от-

клонение вокруг точек калибровочной 
прямой,

SDCo — стандартное отклонение точек калибро-
вочной прямой вокруг среднего (номи-
нального значения).

Величины SDrest и SDCo в формуле (1) можно 
брать в любых одинаковых единицах. Для оцен-
ки корректности коэффициента корреляции 
их удобно брать в процентах к номинальному 
значению, что мы и будем делать далее.

Следует отметить, что для узких допусков 
содержания и широких аналитических диа-
пазонов величины Rc могут превышать 0.999 
(например, Табл. 1). Поэтому во многих случа-
ях удобнее использовать не сам коэффициент 
корреляции Rc, а его квадрат Rc

2, поскольку он 
меньше.

Поскольку диапазон составляет (70-130) % 
от номинального значения, а для построения 
калибровочного графика берется 4 точки, то 
целесообразно использовать такие значения: 
70 %, 90 %, 110 % и 130 % к номинальному зна-
чению. Это соответствует SDCo = 25.82 %. Тог-
да, полагая Rc = 0.99, из уравнения (1) можно 
получить SDrest = 3.64 %.

Каждая точка – это анализ одной концентра-
ции. Таким образом, доверительный интервал 
ΔAs для такого единичного анализа равен [7]:

 

(95%, 2)
2.92 3.64 10.6%,

As restt n SDΔ = − × =
= × =  

(2)

где n = 4 (в соответствии с ГФУ-ЕФ [1]).
Как видно, полученный доверительный ин-

тервал для точек калибровочного графика яв-

ляется неприемлемым для проведения анализа, 
поскольку соответствует допускам содержания 
(±) 10.6/0.32 = 33.2 % от номинала [4]. А ведь это 
еще только неопределенность калибровочного 
графика. Полагая, что неопределенность испы-
туемого раствора должна быть, как минимум, 
не меньше, получим суммарную неопределен-
ность всего анализа √2·33.2 = 47.0 %.

Конечно, такая неопределенность являет-
ся неприемлемой для фармацевтического ана-
лиза. Как видно, требования к коэффициенту 
корреляции калибровочного графика, которые 
предъявляет при валидации ГФУ-ЕФ, являются 
некорректными.

Отметим еще один аспект. Если при валида-
ции берется 4 точки для калибровочной прямой, 
то для рутинного анализа – 3. Налицо наруше-
ние основного принципа валидации – вали-
дация методики должна проводиться в тех же 
условиях, что и сама методика.

2.2.4. Требования к остаточным отклонениям 
вокруг калибровочной прямой

В соответствии с ГФУ-ЕФ эти отклонения 
должны быть «распределены вокруг калибро-
вочной прямой случайным образом». 

Что означает данное требование – непо-
нятно, поскольку у нас всего 4 точки. Поэтому 
вариантов распределения точек вокруг пря-
мой всего два: 1) три с одной стороны и одна с 
другой; 2) по две с каждой стороны (понятно, 
что все четыре точки в принципе не могут на-
ходиться с одной стороны прямой, полученной 
методом наименьших квадратов).

Что понимать в данном случае под «случай-
ным» и «неслучайным» распределением точек? 
Как видно, данное требование является некор-
ректным при использовании метода наимень-
ших квадратов.

2.2.5. Правильность и сходимость

Количественное определение или анализ 
следов характеризуется полной неопределен-
ностью анализа, которая включает в себя си-
стематическую погрешность (характеризую-
щую правильность результатов) и случайную 
составляющую неопределенности, которую 
характеризует сходимость.

ГФУ-ЕФ не предъявляет каких-либо требо-
ваний к правильности. Лишь говорится, что для 
количественного определения исследуют зна-
чения введено/найдено в диапазоне концен-
траций (90-120) %, а для следового анализа – в 
диапазоне (80-120) %. Предполагается, что эти 
требования должны вырабатываться для каж-
дого конкретного случая. Однако непонятно, 
как их вырабатывать. Кроме того, непонятно, 
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зачем исследовать линейность в интервале (70-
130) %, если правильность проверяется в более 
узком интервале.

Более определенно выражены требования 
к сходимости результатов – она должна быть 
не более 3 % для количественного определе-
ния и не больше 5 % для предельных тестов. 
По-видимому, имеется в виду доверительный 
интервал сходимости определения одного об-
разца. Однако, поскольку не предъявляется ни-
каких требований к полной неопределенности 
анализа (учитывающей, в частности, неопреде-
ленность калибровки), то требования к сходи-
мости результатов не позволяют охарактери-
зовать точность анализа.

Подводя итоги, можно сделать вывод, что 
подход ГФУ-ЕФ к валидации методик ААС не 
позволяет подтвердить, что методика обладает 
необходимой сходимостью и правильностью, 
поскольку предлагаемые критерии являются 
некорректными и недостаточными.

3. Предлагаемые подходы к валидации ААС-

методик количественного контроля качества 

лекарственных средств

Валидация аналитической методики — это 
экспериментальное доказательство того, что 
методика пригодна для решения поставленных 
задач. Поэтому валидацию надо проводить в тех 
же условиях, что и саму методику. 

Учитывая, что метод калибровочного гра-
фика (МКГ) имеет более общий характер, чем 
метод стандарта (МС), на стадии построения 
калибровочной прямой целесообразно прове-
рить также возможность использования для 
анализа вместо МКГ более простого МС. Как 
показано [1, 4, 5], в том случае, когда свободный 
член а калибровочной прямой (3а), значимо не 
отличается от нуля (критерии статистической 
и практической незначимости описаны ранее 
[4-5]), то применим метод стандарта. Валида-
ция методик ААС в этом случае, формально, 
ничем не отличается от других методик, на-
пример, спектрофотометрии [4, 5]. Основные 
принципы валидации ААС-методик в вариан-
те метода стандарта описаны в литературе [4] 
и изложены в ГФУ [1].

В результате проведения валидации должны 
быть выработаны также требования к пригод-
ности системы, которые позволяют оценить 
при рутинном анализе, соответствуют ли те-
кущие условия тем, которые были (или пред-
полагались) при валидации.

3.1. Специфика валидации методик ААС в 

варианте калибровочного графика

Для методик ААС часто приходится считать-
ся с узким интервалом линейного диапазона, а 

также с тем, что калибровочная прямая может 
значимо (статистически или практически [1, 4, 
5]) не проходить через начало координат. В этом 
случае метод стандарта (МС) не применим, и 
необходимо применять метод калибровочного 
графика (МКГ). Концентрация анализируемого 
компонента (С) в испытуемом растворе нахо-
дится при этом по измеренной абсорбции (A) 
из уравнения калибровочной прямой, которая 
может быть записана как через истинные кон-
центрации (С), так и через нормализованные – 
Х (в процентах к номинальной концентрации) и 
Y (в процентах к номинальной абсорбции):

 X= b×Y+a. (3a)

 X= b1×A+a1. (3b)

 X= b2×A+a2. (3c)
Как уже отмечалось выше, стандартизован ная 

про цедура валидации методик контроля каче-
ства ЛС [1, 4, 5] разработана именно для МС.

Таким образом, возникает общая задача раз-
работки стандартизованной процедуры вали-
дации методик в МКГ.

В МС проводится параллельное измерение 
абсорбций испытуемого и стандартного рас-
творов. Данные растворы являются совершен-
но равноценными, и неопределенность их из-
мерения предполагается одинаковой. Расчет 
концентрации в испытуемом растворе прово-
дится из простой пропорции. Прогноз полной 
неопределенности методики проводится, ис-
ходя из требований к сходимости результатов 
конечной аналитической операции и метроло-
гических требований к мерной посуде и весам 
(неопределенность пробоподготовки).

В МКГ, параллельно испытуемому раствору, 
проводится измерение абсорбций нескольких 
стандартных растворов, по которым строится 
калибровочная прямая (3). Неопределенность 
определения концентрации испытуемого рас-
твора по уравнению (3) включает в себя неопре-
деленность измерения абсорбции испытуемого 
раствора и неопределенность самой калибровоч-
ной прямой (3). Неопределенность калибровки 
не прогнозируется (как и в методе стандарта), 
а прямо рассчитывается из метрологических 
характеристик калибровочной прямой (3) и 
связана как с неопределенностью абсорбции 
калибровочных растворов (включая конечную 
аналитическую операцию и пробоподготовку), 
так и с отклонениями от линейности.

В качестве меры оценки неопределенности 
калибровочной прямой (3) могут быть использо-
ваны разные величины, в частности, неопреде-
ленности коэффициентов а и b. Однако более 
корректной оценкой неопределенности кали-
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бровки представляется остаточное стандарт-
ное отклонение SDrest. Действительно, если ка-
либровочные растворы получены и измерены 
в тех же условиях, что и испытуемый раствор, 
то точка, соответствующая испытуемому рас-
твору, принадлежит той же генеральной сово-
купности, что и калибровочные растворы, и 
поэтому может быть описана SDrest.

Отметим, что такой же подход применял-
ся и при разработке стандартизованной про-
цедуры валидации методик в варианте метода 
стандарта [1, 4, 5].

3.2. Количество точек калибровочного 

графика

Как уже отмечалось выше, особенность при-
менения МКГ состоит в том, что общая неопре-
деленность получаемых результатов опреде-
ления концентрации аналита (ΔAs) зависит не 
только от неопределенности (с учетом пробо-
подготовки) получаемого для него аналитиче-
ского сигнала (в случае ААС – абсорбции), но 
и от неопределенности самого калибровочного 
графика. Это означает, что необходимо уста-
навливать критерии корректности получае-
мых результатов измерения аналитического 
сигнала как для аналита, так и для параметров 
калибровочного графика.

В общем случае, калибровочный график дол-
жен строиться каждый раз, вместе с анализом 
испытуемого раствора (так обычно и поступа-
ют в ААС). Те случаи, когда одним и тем же ка-
либровочным графиком можно пользоваться в 
одной и той же лаборатории в течение несколь-
ких дней (недель, месяцев), должны каждый раз 
отдельно обосновываться. Такое обоснование, 
вообще говоря, выходит за рамки валидации 
методик в МКГ.

Таким образом, в МКГ приходится считаться 
с необходимостью построения каждый раз ка-
либровочного графика, что существенно удли-
няет анализ по сравнению с МС. Поэтому про-
верка линейности и построение калибровки по 
9 точкам (плюс 1 стандарт), как это принято при 
валидации в МС [1, 4, 5], в ААС в варианте МКГ 
является нереалистичной на практике. 

ГФУ-ЕФ рекомендует использовать для по-
строения калибровочной прямой n = 4 точки 
[1]. Однако в этом случае калибровочная пря-
мая имеет всего ν = 4-2 = 2 степени свободы и 
односторонний коэффициент Стьюдента 2.92 
[7]. Повышение числа точек до n = 5 позволя-
ет снизить коэффициент Стьюдента до 2.35 [7], 
что существенно снижает неопределенность 
калибровочной прямой, а, следовательно, и 
неопределенность всего анализа. Отметим, 

что так поступает и USP в случае ААС-анализа 
железа в Ferrous Fumarate and Docusate Sodium 
Extended-Release Tablets [3].

3.3. Нормализованные координаты

Требования к валидационным характери-
стикам проще получать в нормализованных 
координатах, поскольку в этом случае они не 
зависят от специфики конкретного объекта, 
а только от допусков содержания и диапазо-
на [1, 4, 5].

В МС [1, 4, 5] переход в нормализованные ко-
ординаты осуществляется путем деления кон-
центрации и аналитического сигнала раствора 
препарата на концентрацию и аналитический 
сигнал стандартного раствора. В МКГ вместо 
стандартного раствора может быть использован 
калибровочный раствор с номинальной концен-
трацией Cnom и соответствующей ему номиналь-
ной абсорбцией Аnom. В этом случае выражения 
для нормализованных координат будут иметь 
тот же вид, что и для МС [1, 4, 5]:

 

(%) 100 / . .

(%) 100 / . .

(%) 100 / .

i i st st nom

i i st st nom

i i i

X C C C C

Y A A A A

Z Y X

= × =

= × =

= ×  

(4)

Однако применение нормализованных ко-
ординат в МКГ далеко не так эффективно, как 
в МС.

Отметим, что сама величина Y нужна толь-
ко для построения калибровочного графика в 
наглядных нормализованных координатах. Для 
получения коэффициента корреляции, диапа-
зона, остаточного стандартного отклонения и 
требований к правильности и сходимости ис-
пользуется только величина Х. Гораздо более 
важной, по сравнению с Y, для получения ва-
лидационных характеристик является степень 
извлечения RR:

 RR(%) = (введено/найдено)×100, (5)
которая в МС совпадает с величиной Zi = 

100×Yi/Xi . Однако нетрудно видеть, что в МКГ 
RRi ≠ Zi , поскольку в данном случае, в отличие 
от МС, Ai·Cnom/Anom ≠ Ci (найдено). Таким об-
разом:

Метод стандарта:  Z = RR.  (6)

Метод калибровочного графика: Z ≠ RR. (7)

Учитывая (7), в МКГ достаточно использо-
вать только нормализованную величину Х, рас-
считанную по соотношению (4). Калибровочная 
прямая (3b) при этом строится в координатах 
Х – А, а степень извлечения RR находится из со-
отношения (5). Однако использование полных 
нормализованных координат, т.е. построение 
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прямой (3а) в координатах Х – Y, позволяет, как 
будет показано ниже, оценить из одних тех же 
экспериментальных данных также и примени-
мость гораздо более простого МС для конкрет-
ной методики ААС. Поэтому в дальнейшем мы 
будем использовать полные нормализованные 
координаты (4) и прямую (3а).

3.4. Диапазон исследования линейности

ГФУ-ЕФ [1] требует, чтобы диапазон для ко-
личественного определения охватывал не уже 
(70-130) % от номинального значения. С учетом 
того, что данная методика может применяться 
для контроля растворения, диапазон можно 
расширить до (50-150) % от номинального зна-
чения. Следует отметить, что USP при контро-
ле витаминов и пищевых добавок использует 
близкие диапазоны калибровочной прямой. 
Так, в случае Oil- and Water-Soluble Vitamins 
with Minerals Oral Solution [3] для определения 
железа строится калибровочная прямая в диа-
пазоне (2.0-8.0) мкг/мл со средним значением 
5 мкг/мл. Это соответствует диапазону (40.0-
160) % от номинального значения, что близко 
к (50-150) %.

Отметим, что в некоторых случаях (для узких 
допусков содержания) можно использовать и 
«стандартный» [4] диапазон ГФУ-ЕФ — (80-
120) %.

С учетом количества точек калибровочного 
графика n = 5, в Табл. 1 приведены рекомен-
дуемые концентрации растворов (в процен-
тах к номинальной концентрации 4 ppm) для 
построения калибровочной прямой в МКГ для 
разных аналитических диапазонов, а также со-
ответствующие им стандартные отклонения 

SDCo. В Табл. 1 приведены также рекомендуе-
мые концентрации (в процентах к номиналь-
ной концентрации 4 ppm) для n = 9 модельных 
растворов, которые используются также в ме-
тоде стандарта (МС) для проверки линейности, 
а также соответствующие им стандартные от-
клонения SDCo.

3.5. Полная неопределенность методики и ее 

составляющие

Метод ААС в фармакопейном анализе при-
меняется для количественного определения 
только готовых лекарственных средств (ГЛС). 
В случае контроля примесей метод ААС приме-
няется и для субстанций, однако в этом случае 
их анализ ничем формально не отличается от 
анализа ГЛС. Поэтому дальнейшее рассмотре-
ние проводится только для ГЛС.

Как было показано [1, 4, 5], полная относи-
тельная неопределенность определения концен-
трации ΔAs не должна превышать максимально 
допустимого значения maxΔAs, которое в случае 
анализа ГЛС находится из соотношения:

 max 0.32 ,As As BΔ ≤ Δ = ×  (8)

где:
В — полуширина допусков (полусумма верх-

него и нижнего пределов) содержания 
анализируемого компонента ЛС, в про-
центах к номинальному содержанию.

Полная неопределенность ААС-анализа ΔAs 
включает несколько составляющих.

Систематическая погрешность Δ1, вызванная 
матричными эффектами (т.е. влиянием плацебо). 
Величина Δ1 характеризует специфичность ме-
тодики (см. ниже) как для МС, так и для МКГ, и 

Таблица 1

Рекомендуемые концентрации растворов (в процентах к номинальной концентрации 4 ppm) для 

построения калибровочного графика в МКГ, число точек (n) прямой и соответствующее ей число 

степеней свободы (ν), рекомендуемые концентрации модельных смесей (используемые также для 

проверки линейности в МС), а также соответствующие им стандартные отклонения SDCo

№
МКГ Модельные смеси и МС

(80-120) % (70-130) % (50-150) % (80-120) % (70-130) % (50-150)%

1. 80.0 70.0 50.0 80.0 70.0 50.0
2. 90.0 85.0 75.0 85.0 77.5 62.5
3. 100.0 100.0 100.0 90.0 85.0 75.0
4. 110.0 115.0 125.0 95.0 92.5 87.5
5. 120.0 130.0 150.0 100.0 100.0 100.0
6. 105.0 107.5 112.5
7. 110.0 115.0 125.0
8. 115.0 122.5 137.5
9. 120.0 130.0 150.0
n 5 9
ν 3 7

SDCo 15.81 23.72 39.53 13.69 20.54 34.23
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должна быть незначима по сравнению с макси-
мально допустимой полной неопределенностью 
анализа maxΔAs, т.е., учитывая (8) [1, 4, 5]:

 1 1max 0.32 max 0.1 .As Bδ ≤ δ = ⋅ Δ = ×  (9)

Величина Δ1 может быть, в принципе, умень-
шена до приемлемого уровня изменением про-
цедуры собственно анализа, например, путем 
введения плацебо в стандартный или калибро-
вочные растворы.

Неопределенность калибровки (Δcal). Харак-
терной особенностью неопределенности кали-
бровки Δcal является то, что ее нельзя уменьшить 
при выполнении собственно анализа, не изменяя 
процедуры калибровки и/или аналитического 
диапазона. Источники возникновения неопре-
деленности калибровки Δcal существенно раз-
личаются для МС и МКГ. Величина Δcal может 
быть оценена и регламентирована при иссле-
довании линейности (МС [1, 4, 5]) или при по-
строении калибровочной прямой (МКГ).

Случайная составляющая неопределенно-
сти, связанная непосредственно с анализом 
испытуемого раствора (МКГ) или с анализом 
испытуемого и стандартного растворов (МС). 
Данная неопределенность включает как неопре-
деленность конечной аналитической операции 
(измерение абсорбции), так неопределенность 
пробоподготовки. Последняя при многократных 
разбавлениях анализируемых растворов может 
значительно превосходить неопределенность 
конечной аналитической операции [11]. Не-
трудно видеть [7], что в МС данная случайная 
составляющая неопределенности примерно в 
√2 раз больше, чем в методе калибровочного 
графика или в методе удельного показателя 
поглощения. Случайная составляющая может 
быть уменьшена при выполнении собственно 
анализа путем увеличения числа параллельных 
определений (включая навеску).

3.6. Критерии специфичности методики

Критерии специфичности методики одина-
ковы для МС и МКГ и такие же, как и для ме-
тода спектрофотометрии [5]. Абсорбции холо-
стого опыта (Ablank) и раствора плацебо (Aplacebo) 
не должны значимо влиять на принятие реше-
ний о качестве анализируемого образца, поэ-
тому их доля в общей абсорбции (Anom) образца 
номинального состава должна быть незначима 
по сравнению с максимально допустимой пол-
ной неопределенностью анализа maxΔAs , т.е., с 
учетом (8-9):

 

1

1

100 ( / ) max

0.32 max 0.10 .

100 ( / ) max 0.10 .

blank nom

As

placebo nom

A A

B

A A B

× ≤ δ =

= × Δ = ×

× ≤ δ = ×
 

(10)

3.7. Валидационные критерии в методе 

стандарта

Данный вопрос подробно рассмотрен нами 
ранее [1, 4, 5]. Характерной особенностью ва-
лидации методик в варианте МС является то, 
что все валидационные характеристики нахо-
дятся при исследовании линейности на 9 мо-
дельных смесях.

В МС неопределенность калибровки Δcal 
связана со значимостью (статистической или 
практической) свободного члена а калибровоч-
ной прямой (3а) и имеет систематический ха-
рактер [1, 4, 7]. Учитывая общие аналитические 
требования к максимальному нивелированию 
систематической погрешности, целесообраз-
но требовать, чтобы систематическая погреш-
ность калибровки Δcal в МС была незначимой 
по сравнению с максимально допустимой пол-
ной неопределенностью анализа maxΔAs, т.е., 
учитывая (8) [1, 4, 5]:

Метод стандарта:

2 2max 0.32 max 0.1 .cal As BΔ = δ ≤ δ = × Δ = ×  (11)

Для номинальной концентрации (т.е. X = 
100 %) Δ2 = 0, достигая максимальных значений 
на границах аналитического диапазона концен-
траций (Xmin и Xmax). Как показано для МС [1, 4, 
5], для того, чтобы величина Δ2 для всех точек 
аналитического диапазона не превосходила 
максимально допустимого значения maxΔ2 из 
соотношения (10), свободный член а уравнения 
(3а) должен выдерживать требование, которое 
для анализа ГЛС имеет вид:

Метод стандарта:

 min

0.1 .
1 ( /100)

Ba
X

×
≤

−  
(12)

Характерной особенностью систематиче-
ской погрешности Δ2, связанной с соотноше-
нием (12), является ее предсказуемость – она 
полностью определяется свободным членом а 
соотношения (3а) и не может быть уменьшена 
в рамках МС без уменьшения величины а или 
без сужения аналитического диапазона (т.е. 
величины Xmin). Поэтому требование (11) не-
значимости величины Δ2 согласуется в МС с 
обычной аналитической практикой, требую-
щей нивелирования (исключения) системати-
ческой погрешности. 

Следует отметить, что систематическая по-
грешность Δ2, связанная с соотношением (12), 
имеет разный знак на концах аналитического 
диапазона. Поэтому средняя величина коэффи-
циента извлечения RR (5) для модельных сме-
сей, разбросанных по всему диапазону, может 
быть очень близка к 100 % и не иметь значимой 
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систематической погрешности. Т.е. средняя 
величина 100 – RR для модельных смесей не 
может обнаружить систематическую погреш-
ность, связанную с неравенством нулю свобод-
ного члена а в МС. Ее регламентирует соотно-
шение (12). Средний коэффициент извлечения 
при анализе модельных смесей с помощью МС 
не должен иметь значимой систематической 
погрешности, т.е. для него должно выполнять-
ся соотношение (9).

В случае МС критерий (12) проверяется на 
стадии анализа 9 модельных смесей (ν = 7, 
Табл. 1) [1, 4, 5]. Формально он может быть про-
верен также на стадии построения калибров-
ки по 5 точкам в МКГ. Однако, за счет низкого 
числа степеней свободы (ν = 3, Табл. 1), нео-
пределенность свободного члена а при этом на-
столько велика (см. экспериментальные данные 
ниже), что проверить критерий (12) становит-
ся невозможно.

Поскольку систематическая погрешность в 
МС является незначимой, то полная неопреде-
ленность методики ΔAs совпадает со случайной 
неопределенностью анализа модельных сме-
сей Δsample , т.е.:

MC:

 
max max 0.32 .sample sample As BΔ ≤ Δ ≈ Δ = ×

 
(13)

Учитывая также, что в случае МС ν = 7 
(Табл. 1), получим [7]:

MC:

 
(0.95; 7) 1.89 .sample rest restt SD SDΔ = × = ×

 
(14)

Из (13-14) получим требования к остаточно-
му стандартному отклонению SDrest:

MC:

 max /1.89.rest AsSD ≤ Δ  (15)

Подставляя (15) в выражение (1), получим 
требования к минимальному коэффициенту 
корреляции прямой, построенной по 9 модель-
ным смесям.

Суммарные требования к валидационным 
характеристикам МC представлены в Табл. 2.

3.8. Валидационные критерии в методе 

калибровочного графика

В отличие от МС, в МКГ линейность прове-
ряется не на стадии анализа 9 модельных сме-
сей, а уже на стадии построения калибровочной 
прямой (по 5 точкам – см. выше). Критерии 
линейности калибровочной прямой являются 
одновременно и критериями пригодности си-
стемы. При их невыполнении анализ образцов 
проводить нельзя.

В МКГ неопределенность калибровки Δcal 
связана с неопределенностью параметров кали-
бровочного графика. Величина Δcal связана как 
с неопределенностью абсорбции калибровоч-
ных растворов (случайная составляющая), так 
и с отклонениями от линейности. Последние 

Таблица 2

Валидационные критерии для метода стандарта (анализ 9 модельных смесей)

B% maxΔAs = maxΔsample% maxΔ1, % maxΔ2, % SDrest, % minRс
2 max a, %

диапазон (80-120) %
5.0 1.6 0.50 0.50 0.84 0.99620 2.50
7.5 2.4 0.75 0.75 1.27 0.99144 3.75

10.0 3.2 1.00 1.00 1.69 0.98478 5.00
12.2 3.9 1.22 1.22 2.06 0.97735 6.10
15.0 4.8 1.50 1.50 2.53 0.96577 7.50
20.0 6.4 2.00 2.00 3.38 0.93914 10.0

диапазон (70-130) %
5.0 1.6 0.50 0.50 0.84 0.99831 1.67
7.5 2.4 0.75 0.75 1.27 0.99620 2.50

10.0 3.2 1.00 1.00 1.69 0.99324 3.33
12.2 3.9 1.22 1.22 2.06 0.98994 4.07
15.0 4.8 1.50 1.50 2.53 0.98478 5.00
20.0 6.4 2.00 2.00 3.38 0.97295 6.67

диапазон (50-150) %
5.0 1.6 0.50 0.50 0.84 0.99939 1.00
7.5 2.4 0.75 0.75 1.27 0.99863 1.50

10.0 3.2 1.00 1.00 1.69 0.99757 2.00
12.2 3.9 1.22 1.22 2.06 0.99638 2.44
15.0 4.8 1.50 1.50 2.53 0.99452 3.00
20.0 6.4 2.00 2.00 3.38 0.99512 4.00
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носят систематический характер для каждой 
концентрации, но случайный для всей прямой 
(поскольку обработка прямой проводится ме-
тодом наименьших квадратов). Поэтому, если 
калибровочная прямая строится для каждого 
анализа (а именно такой случай мы и рассма-
триваем), то можно считать, что неопределен-
ность калибровки в МКГ имеет случайный ха-
рактер.

Из параметров калибровочного графика 
в МКГ мы можем оценить для величины Δcal 

только ее доверительный интервал с какой-то 
вероятностью, который формально ничем не 
отличается от доверительного интервала схо-
димости для испытуемого раствора. Поэтому 
требование незначимости величины Δcal в МКГ 
может оказаться слишком жестким. Учитывая 
это, регламентация величины Δcal в МКГ, в от-
личие от МС, далеко не так однозначна, и здесь 
могут быть предложены различные подходы, 
которые будут рассмотрены ниже.

Одной из особенностей валидации мето-
дик в МКГ является то, что здесь нельзя полу-
чить вывод о неопределенности методики из 
результатов исследования только линейности 
(как это делалось при валидации методик в МС 
[1, 4, 5]). Результаты исследования линейности 
калибровочной прямой характеризуют лишь 
неопределенность калибровки Δcal и могут быть 
использованы при формировании критериев 
пригодности системы.

Полная неопределенность результатов ана-
лиза (в частности, модельных смесей) (ΔAs) опре-
деляется несколькими факторами, среди кото-
рых главными являются:
— неопределенность, связанная с калибровоч-

ной прямой (Δсal); она вызвана неопределен-
ностью параметров а и b калибровочной пря-
мой (3а). Характеристикой этой неопреде-
ленности является остаточное стандартное 
отклонение SDrest, которому соответствует 
доверительный интервал, аналогичный (14)
для МС, но с числом степеней свободы ν = 
3 (Табл. 1):

 (0.95; 3) 2.35 .cal rest restt SD SDΔ = × = ×  (16)

Величина Δcal характеризует неопределен-
ность калибровки ААС-методики и не должна 
превосходить предельно допустимое значе-
ние maxΔcal.

Из соотношения (16) можно получить ана-
логичное (15) выражение для SDrest 5-точечной 
прямой:

 / 2.35.rest calSD = Δ  (17)

— неопределенность, связанная с самим испы-
туемым раствором (Δsample), т.е. неопределен-

ностью измерения его абсорбции A и про-
боподготовки. Величина Δsample может быть 
найдена в процессе валидации при анализе 
модельных смесей и расчете их концентра-
ций по калибровочной прямой (3а).
При выполнении требований специфично-

сти (10), величина Δsample характеризует сходи-
мость результатов (т.е. случайную составляю-
щую неопределенности) ААС-методики.

С учетом этого, полную неопределенность 
определения концентрации ΔAs можно запи-
сать в виде [7]:

 
2 2 max .As cal sample AsΔ = Δ + Δ ≤ Δ

 
(18)

При проведении анализа только одного об-
разца (в соответствии с методикой) и расчете 
его концентрации по калибровочной прямой 
(3а) мы можем оценить только неопределен-
ность калибровки Δсal (из метрологических ха-
рактеристик калибровочного графика), факти-
ческая же величина Δsampl нам неизвестна. Она 
может быть оценена из результатов анализа 
модельных смесей в процессе проведения ва-
лидации.

Таким образом, для корректного проведе-
ния валидации нам необходимо предъявлять 
какие-то критерии приемлемости к соотноше-
нию величин Δсal и Δsample.

Из соотношения (8) видно, что имеется кри-
терий только для суммарной величины ΔAs , по-
этому необходимы какие-то исходные допуще-
ния (которые должны быть подтверждены экс-
периментально) для одной из величин — Δсal или 
Δsample. Целесообразно эти допущения предъявить 
к Δсal , поскольку эта величина всегда будет нахо-
диться при построении калибровки, и поэтому 
допущения всегда будут проверяться в рамках 
проверки на пригодность системы.

Для выработки критериев приемлемости ве-
личины Δсal в МКГ можно предложить 2 подхода 
[10], основанные на разных допущениях.

3.8.1. Подход 1: допущение незначимости 
неопределенности калибровки

Калибровочная прямая строится на боль-
шем количестве растворов, чем анализ испы-
туемого образца. Поэтому, по аналогии с МС 
(см. выше), можно предположить, что в МКГ 
неопределенность калибровки также должна 
быть незначимой. Такое допущение незначи-
мости неопределенности калибровки находит-
ся вполне в русле обычного подхода при вали-
дации методик в МС, и получаемые формулы 
для критериев совпадают с полученными ранее 
для МС [1, 4, 5].

В рамках данного допущения, величина Δсal 
должна быть незначима по сравнению с пре-
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дельно допустимой полной неопределенностью 
анализа maxΔA , т.е., учитывая (8) [1, 4, 5]:

МКГ. Подход 1:

 max 0.32 max 0.10 .cal cal As BΔ ≤ Δ = × Δ = ×  (19)

Данное соотношение совпадает с требова-
нием (11) МС. Из уравнений (17-19) получим 
требования к остаточному стандартному от-
клонению SDrest калибровочной прямой:

 

max max / 2.35
0.10 / 2.35 0.0435 .

rest rest calSD SD
B B

≤ = Δ =
= × = ×  

(20)

Из соотношений (1, 20) найдем требования 
к minR2 или minR в Подходе 1.

Преимуществом Подхода 1 является то, что 
в этом случае неопределенность калибровки 
можно не учитывать в полной неопределенности 
анализа ΔAs, которая, в соответствии с (18-19), 
сводится только к Δsample, т.е., учитывая (8):

 max max 0.32 .sample sample As BΔ ≤ Δ ≈ Δ = ×  (21)

Это существенно упрощает оценку результа-
тов проведения валидации. Кроме того, Подход 
1 всю допустимую неопределенность анализа 
переносит на испытуемый образец, что делает 
требования к анализу более либеральными.

Недостатком Подхода 1 является то, что он 
предъявляет достаточно жесткие требования 
(20) к калибровочной прямой, которые не всег-
да могут быть реализованы на практике. Это 
связано, в частности, и с малым числом сте-
пеней свободы прямой (ν = 3), что приводит 
к большому (2.35) коэффициенту Стьюдента в 
уравнении (16).

3.8.2. Подход 2: неопределенность калибровки 
равна неопределенности анализа образца

В том случае, когда неопределенность кали-
бровки является значимой, т.е. соотношения 
(19-20) не выполняются (или могут не выпол-
няться), необходимо сделать какие-то допуще-
ния о соотношении неопределенностей кали-
бровки Δсal и сходимости результатов испытуе-
мого образца Δsample в полной неопределенности 
анализа ΔAs. Поскольку точность анализа кали-
бровочных растворов и испытуемого раство-
ра является примерно одинаковой, то можно 
предположить, что их максимально допусти-
мые неопределенности равны, т.е.

 max max .cal sampleΔ = Δ  (22)

В этом случае из соотношений (18, 22) по-
лучим:

 

max 2 max
2 max .

max max
0.707 max 0.226 .

As cal

sample

cal sample

As B

Δ ≤ × Δ =
= × Δ

Δ = Δ ≤
≤ × Δ = ×  

(23)

Тогда из уравнений (17, 23) получим требо-
вания к остаточному стандартному отклонению 
калибровочной прямой SDrest:

 

max

max / 2.35 0.0961 .
rest rest

cal

SD SD

B

≤ =

= Δ = ×  

(24)

Подставляя (24) в (1), получим требования 
к коэффициенту корреляции в рамках Под-
хода 2.

Подход 2 предъявляет значительно более 
либеральные требования (24) к остаточному 
стандартному отклонению SDrest и коэффици-
енту корреляции Rc калибровочной прямой (3а) 
по сравнению с Подходом 1 (20). Действитель-
но, из сравнения соотношений (18-19) и (23-24) 
видно, что в Подходе 2 допустимое остаточное 
стандартное отклонение SDrest в 2.26 раза боль-
ше, чем в Подходе 1.

Критические значения сходимости испы-
туемого образца maxΔsample , остаточного стан-
дартного отклонения maxSDrest и коэффициента 
корреляции minRc для разных диапазонов, до-
пусков содержания и подходов представлены 
в Табл. 3. Они основаны на соотношениях (1), 
(8), (9), (19-24) и Табл. 1.

Из Табл. 3 видно, что требования к квадрату 
коэффициента корреляции Rс

2 зависят от диа-
пазона и допусков содержания и для фармако-
пейного диапазона (70-130) % во всех случаях 
превосходят 0.997. Поэтому требования ГФУ-ЕФ 
к коэффициенту корреляции (> 0.99, т.е. Rс

2 > 
0.98 ) [1] являются явно недостаточными.

3.9. Критерии оценки правильности и 

прецизионности (сходимости) результатов 

анализа модельных смесей

3.9.1. Систематическая погрешность

Как уже отмечалась выше, систематическая 
погрешность (которая характеризует правиль-
ность) имеет две составляющие. 

Систематическая погрешность перво-
го типа δ1 связана с матричными эффектами 
(эффектами плацебо) и проверяется на стадии 
проверки специфичности методики. Данный 
тип систематической погрешности примерно 
одинаков для всех концентраций диапазона и, 
в соответствии с (9-10), должен быть незначим. 
Как уже отмечалось в п. 3.5, величина δ1 может 
быть, в принципе, уменьшена до приемлемого 
уровня при выполнении собственно анализа, 
например, путем введения плацебо в стандарт-
ный или калибровочный растворы.

Если требование (10) выполняется при про-
верке специфичности методики, то при ана-
лизе модельных смесей систематическая по-
грешность для среднего значения коэффици-
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ента извлечения RR также должна быть также 
незначимой, т.е.: 

 
1100 max 0.1 .RR B− ≤ δ = ×

 
(25)

Систематическая погрешность второго 
типа δ2 связана с погрешностью калибровки, 
может существенно различаться для разных 
концентраций и является принципиально не-
устранимой, хотя и имеет разную природу в 
МС и МКГ. 

В МС величина δ2 связана со значимостью 
свободного члена а прямой (3а) [1, 4, 5]. Крите-
рии незначимости величины δ2 даются соотно-
шениями (11-12).

В МКГ величина δ2 связана с отклонениями 
от линейности и является частью неопределен-
ности калибровки Δсal, которая характеризуется 
остаточным стандартным отклонением SDrest и 
соответствующим ему доверительным интер-
валом (16). Поскольку калибровочная прямая 
находится методом наименьших квадратов, то 
фактические отклонения от нее имеют разную 
величину и знак для разных концентраций. 
Поэтому, вообще говоря, экспериментальную 
систематическую погрешность δ2 необходимо 
было бы определять для каждого узкого ин-
тервала концентраций, что практически мало 
выполнимо. Поскольку модельные растворы 

охватывают всю область концентраций в рам-
ках аналитического диапазона, то системати-
ческая погрешность для них при сложении 
должна в значительной степени компенсиро-
ваться. Поэтому среднее значение коэффици-
ента извлечения RR (5) для этих растворов не 
должно иметь значимой систематической по-
грешности δ2. Результаты анализа модельных 
смесей с помощью МС должны отвечать тре-
бованиям Табл. 2.

Учитывая также незначимость системати-
ческой погрешности δ1, нетрудно видеть, что и 
для МС, и для МКГ должно выполняться требо-
вание (25) незначимости систематической по-
грешности δ для среднего по всем модельным 
растворам коэффициента извлечения RR (5). 
Данное требование обеспечивается требовани-
ем специфичности (10), требованием (12) в МС, 
требованиями (20) (Подход 1) и (24) (Подход 2) 
в МКГ, которые проверяются при валидации и 
должны соответствовать Табл. 3.

3.9.2. Прецизионность (сходимость) 
результатов

В МС и Подходе 1 МКГ неопределенность 
калибровки Δсal является незначимой, поэтому 
при анализе модельных смесей полная неопре-
деленность анализа ΔAs связана с неопределен-
ностью анализа собственно образца Δsample.

Таблица 3

Критические значения валидационных характеристик линейности для разных допусков (В%), 

диапазонов и подходов в методе калибровочного графика (МКГ) на стадии калибровки

В% maxΔAs maxΔ1, %
Подход 1 МКГ Подход 2 МКГ

maxΔsample SDrest, % minRс
2 maxΔsample SDrest, % minRс

2

диапазон (80-120) %
5 1.6 0.50 1.6 0.22 0.99981 1.13 0.48 0.99908

7.5 2.4 0.75 2.4 0.33 0.99957 1.70 0.72 0.99792
10 3.2 1.00 3.2 0.44 0.99924 2.26 0.96 0.99631

12.2 3.9 1.22 3.9 0.53 0.99887 2.76 1.17 0.99450
15 4.8 1.50 4.8 0.65 0.99830 3.39 1.44 0.99169
20 6.4 2.00 6.4 0.87 0.99697 4.53 1.92 0.98522

диапазон (70-130) %
5 1.6 0.50 1.6 0.22 0.99992 1.13 0.48 0.99959

7.5 2.4 0.75 2.4 0.33 0.99981 1.70 0.72 0.99908
10 3.2 1.00 3.2 0.44 0.99966 2.26 0.96 0.99836

12.2 3.9 1.22 3.9 0.53 0.99950 2.76 1.17 0.99756
15 4.8 1.50 4.8 0.65 0.99924 3.39 1.44 0.99631
20 6.4 2.00 6.4 0.87 0.99865 4.53 1.92 0.99343

диапазон (50-150) %
5 1.6 0.50 1.6 0.22 0.99997 1.13 0.48 0.99985

7.5 2.4 0.75 2.4 0.33 0.99993 1.70 0.72 0.99967
10 3.2 1.00 3.2 0.44 0.99988 2.26 0.96 0.99941

12.2 3.9 1.22 3.9 0.53 0.99982 2.76 1.17 0.99912
15 4.8 1.50 4.8 0.65 0.99973 3.39 1.44 0.99867
20 6.4 2.00 6.4 0.87 0.99952 4.53 1.92 0.99764
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В общем случае, неопределенность (Δsample) 
сходимости единичного результата коэффици-
ента извлечения RR для n = 9 модельных рас-
творов не должна превосходить максимально 
допустимую полную неопределенность анали-
за maxΔAs, т.е. с учетом (8):

Метод стандарта и Подход 1:

 

(95%, 1)

1.86 max 0.32 ,
sample RR

RR As

t n SD

SD B

Δ = − × =

= × ≤ Δ = ×  

(26)

где:
SDRR — стандартное отклонение степени из-

влечения RR (5).

В случае Подхода 2 МКГ имеется значимая 
неопределенность калибровки Δсal, и требова-
ния к сходимости коэффициента извлечения 
RR, в соответствии с (23), более жесткие:

Подход 2:

 

1.86

0.707 max 0.226 .
sample RR

As

SD

B

Δ = × ≤

≤ × Δ = ×  

(27)

3.10. Критерии пригодности системы

Задача теста на пригодность системы – удо-
стовериться, что метрологические характери-
стики системы отвечают тем, которые были по-
лучены при валидации.

Пригодность калибровочного графика. В 
случае МКГ это означает, что метрологиче-
ские характеристики калибровочного графи-
ка (остаточное стандартное отклонение SDrest 
и коэффициент корреляции Rc) и сходимость 
повторных измерений аналитического сигнала 
(абсорбции) ΔА,r должны отвечать требованиям 
пригодности системы.

В случае МС единственной эксперименталь-
но наблюдаемой метрологической величиной 
является сходимость повторных измерений 
абсорбции ΔА,r для испытуемого и стандартно-
го растворов.

В случае МКГ пригодность системы для ве-
личин SDrest и Rc означает, что они должны удо-
влетворять требованиям корректности линей-
ности (Табл. 3).

Более сложная ситуация с контролем схо-
димости параллельных измерений абсорбции 
(ΔА,r). В спектрофотометрии в УФ и видимой ча-
сти спектра основную часть полной неопреде-
ленности анализа составляет неопределенность 
пробоподготовки и калибровки. При этом схо-
димость аналитического сигнала ΔА,r обычно 
является незначимой по сравнению с полной 
неопределенностью анализа (см. 2.2.25. Абсорб-
ционная спектрофотометрия в ультрафиоле-
товой и видимой областях [9]). Можно пред-

положить, что такая же ситуация и для измере-
ния абсорбции в случае метода ААС. Учитывая 
принцип незначимости [5] и требования (9) к 
полной неопределенности анализа, получим 
требования к относительной неопределенно-
сти сходимости параллельных измерений аб-
сорбции ΔА,r:

 , 0.32 max 0.10 .A r As BΔ ≤ × Δ = ×  (28)

Учитывая, что [7]

 , ,(95%, 1) /A r A rt n SD nΔ = − ×  
(29)

из соотношений (28-29) можно получить тре-
бования к относительному стандартному от-
клонению повторных измерений абсорбции 
SDA,r в зависимости от числа n параллельных 
измерений:

 

, ,max

0.10 / (95%, 1).
A r A rSD SD

B n t n

≤ =

= × × −  

(30)

Значения maxSDА,r в зависимости от числа 
n параллельных измерений и допусков содер-
жания В, рассчитанные по соотношению (30), 
представлены в Табл. 4.

В том случае, если требования Табл. 4 для 
данного числа n не выполняются, необходимо 
увеличить n.

3.11. Предел обнаружения (ПО) и предел 

количественного определения (ПКО)

Данные величины не требуются при про-
ведении валидации методик количественного 
определения, но они полезны как информация о 
том, насколько диапазон применения методики 
превосходит ее предельные возможности («за-
пас прочности» методики). В случае контроля 
примесей нахождение величин ПО и ПКО яв-
ляется обязательным [4, 5].

В соответствии с ГФУ [4, 5], ПО и ПКО мо-
гут быть рассчитаны из стандартного отклоне-
ния sa свободного члена линейной зависимости 
A = b×X + a и ее угла наклона b. Деление на угол 
наклона необходим для перевода абсорбции в 
концентрацию. Однако в случае соотношения 
(3а) такого перевода делать уже не надо. Поэ-
тому для него ПО и ПКО можно рассчитать из 
следующих соотношений с критериями, кото-
рые были получены ранее [5]:

 3.3 32%.aПО s= × ≤  (31)

 10 32%.aПКО s= × ≤  (32)

Величина ПО рассчитывается в этом случае 
в процентах к предельно допустимому содер-
жанию примесей ImL, а ПКО – в процентах к 
номинальному содержанию [5].
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Величины ПО и ПКО рассчитывают из пара-

метров прямой, построенной по 9 модельным 
смесям [1, 4, 5]. В принципе, ПО и ПКО можно 
рассчитывать и из параметров калибровочной 
прямой, построенной по 5 точкам. Однако, из-
за малого числа степеней свободы (ν = 3) вели-
чины ПО и ПКО в этом случае являются слиш-
ком ненадежными.

3.12. Внутрилабораторная прецизионность

Внутрилабораторная прецизионность ха-
рактеризует влияние на анализ внутрилабора-
торных факторов: разные – дни, аналитики, 
оборудование и др. При проверке внутрила-
бораторной прецизионности целесообразно 
проверить:
1) воспроизводимость разработанных пара-

метров пригодности системы, т.е. приемле-
мость остаточного стандартного отклонения 
SDrest, коэффициента корреляции Rc (Табл. 3) 
и SDА,r сходимости параллельных измерений 
абсорбции (Табл. 4);

2) воспроизводимость находимых значений 
концентрации.

Если в случае проверки пригодности системы 
ситуация достаточно однозначна (должны вы-
полняться критерии пригодности), то для про-
верки воспроизводимости находимых значений 
концентрации могут быть предложены разные 
подходы. Например, приготовить три смеси со-
става, близкого к номинальному, и проанали-
зировать их в два разных дня. Различие между 
средней (по трем смесям) степенью извлечения 
в два разных дня (RR(1) и RR(2) ) должно быть 
практически [1, 4, 5] незначимым, т.е. [7]: 

 

(2) (1) 2 max / 3

2 / 3 0.32 0.26 .

AsRR RR

B B

− ≤ × Δ =

= × × = ×  
(33)

Кроме того, для каждого дня должны выпол-
няться требования пригодности системы.

Экспериментальная часть

4. Валидация методики определения железа 

в препарате Gesticare методом ААС в 

варианте калибровочного графика

Двухфазные таблетки Gesticare – специа-
лизированный мультвитаминно-минеральный 
комплекс (МВМК), предназначенный для при-
менения женщинами в течение беременности 
и послеродового периода, который уменьшает 
проявления токсикоза и защищает от стрессов, 
способствует снижению риска преждевремен-
ных родов, врожденных уродств и коронарной 
болезни сердца.

Gesticare содержит в своем составе (на одну 
таблетку) комплекс витаминов: В1 ((2.7-4.05) мг), 
В2 ((2.7-3.9) мг), В3 ((18-23.4) мг), В6 ((42-62.5) мг), 
В9 - фолиевая кислота ((0.9-1.35) мг), В12 ((7.2-
10.4) мкг), витамин С ((108-144) мг), Д3 ((378-693) 
МЕ), Е ((27-36.6) МЕ), а также микроэлементы: 
кальций ((180-230) мг), железо ((25.2-32.2) мг), 
цинк ((13.5-17.25) мг), йод ((135-172.5) мкг). В 
качестве вспомогательных веществ использу-
ются натрий карбоксиметилцеллюлоза, магния 
стеарат, кремния диоксид, SMCC, компоненты 
для покрытия и полировки.

Стояла задача валидировать ААС-методику 
количественного определения железа (в виде 
железа фумарата) в данном препарате в вари-
анте метода калибровочного графика, которая 
была бы пригодна также и для проведения те-
ста «Растворение». 

Оборудование. Аппарат атомной абсорбции 
Varian 220 FS Double Beam AA (USA). Для стан-
дартизации метода был получен и исследован 
атомный спектр поглощения при длине волны 
248.3 нм в воздушно–ацетиленовом пламени. 
Паспортная зависимость абсорбции от кон-
центрации железа при 248.3 нм представлена 
на Рис. 1.

Для каждого раствора проводили по 5 изме-
рений абсорбции.

Таблица 4

Зависимость maxSDА,r от числа n параллельных измерений абсорбции и допусков содержания В для 

МКГ и МС

n = 3 4 5 6 7 8 9
t(95%,n-1)= 2.92 2.35 2.13 2.02 1.94 1.89 1.86

В% ↓ значения maxSDА,r %
5.0 0.30 0.42 0.52 0.61 0.68 0.75 0.81
7.5 0.44 0.64 0.79 0.91 1.02 1.12 1.21

10.0 0.59 0.85 1.05 1.22 1.36 1.49 1.61
12.2 0.72 1.04 1.28 1.48 1.66 1.82 1.97
15.0 0.89 1.27 1.57 1.82 2.04 2.24 2.42
20.0 1.19 1.70 2.10 2.43 2.72 2.99 3.23
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Используемые реактивы и стандартные об-
разцы (растворы) отвечали требованиям USP33-
NF28 [3].

Пробоподготовка раствора образца (табле-
ток Gesticare). Тонко измельчают 10 таблеток. 
5 г (точная навеска) образца помещают в тигель, 
который нагревают на плите до обугливания. 
Затем помещают тигель в муфельную печь и 
сжигают образец при температуре (550±5) °C 
в течение 1 ч. Охлаждают и количественно пе-
реносят в лабораторный стакан вместимостью 
200 мл. Для этого прибавляют в тигель, по ка-
плям, 20 мл хлористоводородной кислоты кон-
центрированной, доводят до кипения, охлажда-
ют и переносят жидкость в стакан. Промывают 
тигель водой и промывные воды помещают в 
тот же стакан.

Кипятят содержимое стакана в течение 
30 мин. Охлаждают и количественно переносят 
в мерную колбу вместимостью 200 мл. Стакан 
промывают 6 М растовром хлористоводородной 
кислоты, промывные воды помещают в ту же 
мерную колбу, и доводят до метки водой. Рас-
твор в колбе перемешивают и фильтруют, от-
брасывая первые 10 мл фильтрата. 10 мл полу-
ченного фильтрата помещают в мерную колбу 
вместимостью 100 мл и доводят 0.1 М раствором 
хлористоводородной кислоты до метки.

Диапазон калибровки. Учитывая, что ме-
тодика должна быть пригодна как для количе-
ственного определения железа, так и для теста 
«Растворение», диапазон калибровки брали (50-
150) % от номинального значения или (2-6) ppm. 
Это соответствует диапазону абсорбций 0.05-
0.14 (Табл. 3), что находится в области линей-
ности (Рис. 1). Количество калибровочных рас-
творов n = 5.

Приготовление калибровочных растворов. 
В соответствии с (6), для диапазона (50-150) % 
готовят калибровочные растворы с концентра-
циями 50.0 %, 75.0 %, 100.0 %, 125.0 %, 150.0 % от 
номинального содержания. Им соответствует 
SDCo = 39.53 %. Для этого 10.0 мл стандартного 
раствора железа 1000 ppm помещают в мерную 
колбу вместимостью 100 мл и доводят 0.1 М рас-
твором хлористоводородной кислоты до метки. 
2.0 мл, 3.0 мл, 4.0 мл, 5.0 мл и 6.0 мл полученного 
раствора помещают в пять мерных колб вме-
стимостью 100 мл и доводят 0.1 М раствором 
хлористоводородной кислоты до метки.

Полученные калибровочные растворы име-
ли концентрации Cst,i = 2.0 ppm (50.0 %), 3.0 ppm 
(75.0 %), 4.0 ppm (100.0 %), 5.0 ppm (125.0 %) и 
6.0 ppm (150.0 %). Номинальная концентрация 
железа Cnom = 4 ppm.

Приготовление модельных растворов. 404.3 мг 
железа фумарата и 5.0018 г плацебо (все компо-
ненты препарата, кроме железа) взвешивали в 
тигель и далее поступали, как описано выше для 
пробоподготовки образца. Таким образом гото-
вили 9 модельных смесей с целевым содержани-
ем железа 50.0 %, 62.5 %, 75.0 %, 87.5 %, 100.0 %, 
112.5 %, 125.0 %, 137.5 % и 150.0 % (Табл. 1) от 
номинального содержания в таблетке (28.7 мг). 
Фактические концентрации железа в модель-
ных растворах представлены в Табл. 8.

4.1. Проверка специфичности

Результаты проверки специфичности в со-
ответствии с валидационными критериями (10) 
представлены в Табл. 5. Для перевода в норма-
лизованные координаты и оценки специфич-
ности по соотношению (10) за стандарт при-
няли раствор с номинальной концентрацией 
Cst = 4 ppm, для которого Ast = Аnom = 0.0955 
(Табл. 6).

Как видно, для абсорбции растворов плаце-
бо и холостого опыта выполняются требования 
незначимости (≤1.22), т.е. методику можно счи-
тать специфичной.

4.2. Проверка линейности

Результаты анализа калибровочных раство-
ров приведены в Табл. 6. В ней также приве-
дены нормализованные координаты, рассчи-
танные по соотношениям (4). В качестве стан-
дарта использовали калибровочный раствор 
с номинальной концентрацией Cst = 4.0 ppm, 
Ast = 0.0955.

Как видно, для всех растворов выполняются 
требования пригодности системы к стандарт-
ному отклонению (SDА,r ≤ 1.28 %, Табл. 4).

Строили линейную зависимость (3а) Х от 
Y. Результаты расчетов методом наименьших 
квадра тов [7] представлены в Табл. 7 (крите-
рии – Табл. 3), калибровочный график — на 
Рис. 2.

Из Табл. 7 видно, что требования Табл. 3 к 
квадрату коэффициента корреляции Rс

2 и оста-

Таблица 5

Результаты измерения абсорбции раствора плацебо и холостого опыта

Название 

раствора

Значения абсорбции В % к Аnom 
= 0.0955

Критерий 

%1 2 3 4 5 среднее

раствор плацебо 0.0009 -0.0003 0.0003 0.0007 0.0012 0.0006 0.59 ≤1.22
холостой опыт 0.0006 -0.0005 -0.0001 -0.0005 0.0002 -0.0003 0.06 ≤1.22
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точному стандартному отклонению SDrest для 
метода калибровочного графика (МКГ) не вы-
полняются в случае Подхода 1 для диапазона 
(D) (50-150) %. Для Подхода 2, критерии кото-
рого гораздо мягче, требования выполняются 
для всех трех диапазонов.

Рисунок 2
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4.4. Анализ модельных смесей

Результаты измерения абсорбций модель-
ных смесей и расчета нормализованных вели-
чин представлены в Табл. 8. Для расчета нор-
мализованных координат в качестве стандар-
та использовали калибровочный раствор с но-

минальной концентрацией Cst = 4 ppm, Ast = 
0.0955 (Табл. 8).

Как видно, для всех растворов выполняются 
требования пригодности системы к стандарт-
ному отклонению (SDА,r ≤ 1.28 %, Табл. 4).

В соответствии со стандартной процедурой, 
разработанной для валидации методик в вари-
анте метода стандарта (МС) [1, 4, 5], строили ли-
нейную зависимость X от Y (3а). Метрологиче-
ские характеристики ее представлены в Табл. 9. 
Критерии для МС взяты из Табл. 2.

Из Табл. 9 видно, что метод стандарта (МС) 
применим для диапазонов (80-120) % и (70-130) %. 
Для диапазона (50-150) % МС не применим, по-
скольку дает значимую систематическую по-
грешность за счет свободного члена а. Следует 
отметить, что для валидации ААС и построения 
калибровочной прямой ГФУ-ЕФ рекомендует 
диапазон (70-30) % [1].

Полученные величины X и Y (Табл. 8) и кали-
бровочную прямую (Табл. 9) использовали для 
расчетов по МКГ и МС. Рассчитывали также от-
клонение каждой точки от истинного значения. 
Результаты представлены в Табл. 10. 

Как видно из Табл. 10, выдерживаются тре-
бования (32) к систематической погрешности δ 
и случайной неопределенности испытуемого 
образца Δsample – и для метода стандарта, и для 
метода калибровочного графика в вариантах 
как Подхода 1, так и Подхода 2. При этом не-

Таблица 6

Результаты параллельных измерений абсорбций калибровочных растворов

С ppm Х %
Значения абсорбции, А×104

Y% SDA,r ≤1.28 % Вывод
1 2 3 4 5 среднее

2.0 50 499 493 502 501 498 499 52.2 0.70 соот.
3.0 75 729 731 723 737 722 728 76.2 0.84 соот.
4.0 100 962 959 951 956 949 955 100.0 0.57 соот.
5.0 125 1190 1194 1190 1195 1195 1193 124.8 0.22 соот.
6.0 150 1406 1396 1412 1403 1407 1405 147.0 0.42 соот.

Таблица 7

Метрологические характеристики калибровочной прямой (3а) X% = b·Y(%) +a

Параметр Значение

Метод калибровочного графика

подход1 подход 2
критерий вывод критерий вывод

а -4.95
sa 1.02
b 1.049
sb 0.0096

SDrest 0.725 ≤ 0.53 нет ≤ 1.17 соот.
Rс

2 0.99966
D (80-120) % ≥ 0.99887 соот. ≥ 0.99450 соот.
D (70-130) % ≥ 0.99950 соот. ≥ 0.99756 соот.
D (50-150) % ≥ 0.99982 нет ≥ 0.99912 соот.
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значимость систематической погрешности δ 
действительно связана с тем, что величина RR-
100% имеет разный знак на краях аналитиче-
ского диапазона и взаимно компенсируется при 
суммировании. Реальная систематическая по-
грешность на краях диапазона гораздо выше, 
и данные Табл. 10 должны обязательно рассма-
триваться вместе с результатами Табл. 9.

Учитывая результаты Табл. 9 (выполнение 
требований к свободному члену а линейной за-
висимости (3а)), МС стандарта применим толь-
ко для диапазонов (80-120) % и (70-130) %.

Поскольку в Подходе 1 не выполняются тре-
бования к остаточному стандартному откло-
нению SDrest (Табл. 7) калибровочной прямой, 
поэтому Подход 1 не применим для всех трех 
диапазонов. В то же время Подход 2 применим 
для МКГ для всех трех диапазонов.

4.5. Внутрилабораторная прецизионность

В два разных дня готовили и анализировали 
по 3 модельные смеси состава, близкого к но-

минальному. Каждый раз заново строили ка-
либровочные прямые. Результаты измерения 
абсорбции модельных и калибровочных рас-
творов приведены в Табл. 11. В ней приведе-
ны также рассчитанные по соотношению (4) 
нормализованные величины Х и Y. Для этого 
использовали Cst = 4 ppm им величины Аst = 
0.0986 (1 день) и 0.0999 (2 день).

Как видно, во всех случаях выполняются 
требование пригодности системы – величи-
ны SDA,r во всех случаях меньше критического 
значения 1.28 %.

Метрологические характеристики калибро-
вочных прямых приведены в Табл. 12.

Как видно, в рамках Подхода 1 критерии вы-
держиваются только для диапазона (80-120) %. 
Для Подхода 2 критерии выдерживаются для 
всех трех диапазонов. Таким образом, крите-
рии пригодности системы выдерживаются для 
Подхода 2.

Результаты расчета концентраций модель-
ных растворов приведены в Табл. 13.

Таблица 8

Концентрации и абсорбции модельных растворов

С мг/л X%
Параллельные измерения A×104

Y% SDA,r ≤1.28 % Вывод
1 2 3 4 5 среднее

2.038 50.95 502 500 496 497 498 499 52.19 0.48 соот.
2.521 63.03 609 613 610 610 611 611 63.91 0.25 соот.
3.031 75.78 720 733 728 734 729 729 76.28 0.76 соот.
3.565 89.13 848 851 861 844 859 853 89.24 0.85 соот.
4.058 101.45 969 962 971 966 965 967 101.17 0.36 соот.
4.516 112.90 1075 1080 1067 1069 1073 1073 112.29 0.48 соот.
5.016 125.40 1192 1189 1189 1190 1184 1189 124.43 0.25 соот.
5.434 135.85 1289 1288 1278 1282 1290 1286 134.54 0.40 соот.
5.875 146.88 1387 1396 1381 1382 1393 1388 145.26 0.48 соот.

Таблица 9

Метрологические характеристики прямой (3а) X% = b×Y(%) +a для модельных растворов

Параметр Значение
Метод стандарта

критерий вывод

а -2.85
D (80-120) % |а| ≤ 6.1 соотв.
D (70-130) % |а| ≤ 4.1 соотв.
D (50-150) % |а| ≤ 2.4 нет 
sa 0.01  
b 1.031
Sb 0.0001
SDrest 0.010 ≤ 2.06 соотв
Rс

2 1.00000
D (80-120) % ≥ 0.97735 соотв.
D (70-130) % ≥ 0.98994 соотв.
D (50-150) % ≥ 0.99638 соотв.
ПО% 0.33 32 соотв.
ПКО% 1.15 32 соотв.
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Из Табл. 13 видно, что требования (33) к вну-

трилабораторной прецизионности выдержива-
ются как для МКГ, так и для МС.

Суммируя результаты Табл. 11-13, можно 
сделать вывод, что требования к сходимости 
абсорбции (Табл. 11) выдерживаются во всех 

случаях для всех диапазонов как для МКГ, так 
и для МС. Требования пригодности системы – 
пригодность калибровки (Табл. 12) - выдержи-
ваются для МКГ для всех трех диапазонов толь-
ко в случае Подхода 2. При этом для Подхода 
1 требования выдерживаются только для диа-

Таблица 10

Результаты анализа модельных смесей с использованием метода стандарта (МС) и метода 

калибровочного графика (МКГ)

X% Y%
МС МКГ

Z = 100×(Y/X) = RR% RR-100% Xcalc% RR% RR-100%

50.95 52.19 102.43 2.43 49.79 97.72 -2.28
63.03 63.91 101.40 1.40 62.08 98.50 -1.50
75.78 76.28 100.67 0.67 75.06 99.05 -0.95
89.13 89.24 100.13 0.13 88.65 99.46 -0.54

101.45 101.17 99.73 -0.27 101.16 99.72 -0.28
112.90 112.29 99.46 -0.54 112.82 99.93 -0.07
125.40 124.43 99.23 -0.77 125.55 100.12 0.12
135.85 134.54 99.04 -0.96 136.16 100.23 0.23
146.88 145.26 98.90 -1.10 147.40 100.36 0.36

среднее 100.11 99.46
δ1 =|RR-100|≤ 1.22% 0.11 0.54

вывод по δ соотв. соотв.
SDRR 1.19 0.88

Δsample = 1.86×SDRR 2.21 1.64
критерии для ΔRR = Δsample:

подход 1: Δsample ≤ 3.90 - соотв.
подход 2: Δsample ≤ 2.76 - соотв.

МС: Δsample ≤ 3.90 соотв.

Таблица 11

Концентрации и абсорбции модельных растворов

С ppm X%
Параллельные измерения A

Y% SDA,r ≤1.28 % Вывод
1 2 3 4 5 среднее

1-ый день: калибровка
2.00 50 0.0497 0.0489 0.0493 0.0493 0.049 0.0492 49.94 0.64 соот.
3.00 75 0.0743 0.0747 0.076 0.0736 0.0739 0.0745 75.56 1.26 соот.
4.00 100 0.0987 0.0992 0.0982 0.0986 0.0983 0.0986 100.00 0.40 соот.
5.00 125 0.1221 0.1211 0.1202 0.1214 0.1214 0.1212 122.96 0.57 соот.
6.00 150 0.1444 0.1448 0.1448 0.1426 0.1432 0.1440 146.00 0.70 соот.

1-ый день: анализ образцов
4.007 100.2 0.0971 0.0973 0.0967 0.0975 0.0977 0.0973 98.7 0.40 соот
4.020 100.5 0.0977 0.0970 0.0974 0.0986 0.0971 0.0976 99.0 0.66 соот
4.000 100.0 0.0974 0.0983 0.0976 0.0966 0.0956 0.0971 98.5 1.07 соот

2-ой день: калибровка
2.00 50 0.0516 0.0512 0.0514 0.0516 0.0517 0.0515 51.55 0.39 Соот.
3.00 75 0.0772 0.0774 0.0772 0.0763 0.0758 0.0768 76.88 0.90 Соот.
4.00 100 0.0993 0.1009 0.0991 0.1002 0.1001 0.0999 100.00 0.73 Соот.
5.00 125 0.1263 0.1251 0.1237 0.1227 0.1243 0.1244 124.52 1.10 Соот.
6.00 150 0.1460 0.1464 0.1458 0.1456 0.1457 0.1459 145.05 0.22 Соот.

2-ой день: анализ образцов
4.027 100.7 0.0995 0.0996 0.0994 0.1004 0.1003 0.0998 99.90 0.47 Соот.
4.004 100.1 0.0991 0.0994 0.0993 0.0997 0.0989 0.0993 99.40 0.31 Соот.
4.027 100.7 0.0991 0.1004 0.1005 0.0995 0.0997 0.0998 99.90 0.60 Соот.
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пазона (80-120) %. Требования воспроизводи-
мости определенных концентраций (Табл. 13) 
выполняются как для МКГ, так и для МС.

В целом, можно сделать вывод, что в ААС для 
широких диапазонов ((70-130) %, (50-150) %) Под-
ход 2 гораздо более надежнее, чем Подход 1.

4.6. Общие выводы о валидации ААС-

методики

Суммарные результаты валидации ААС-
методики определения железа в препарате Ges-
ticare представлены в Табл. 14.

Из Табл. 14 видно, что в аналитическом диапа-
зоне концентраций (50-150) % от номинального 
значения железа в препарате применим только 
Подход 2, который и можно рекомендовать для 
применения МКГ в ААС. Для диапазонов (80-

120) % и (70-130) % (т.е. обычных фармакопей-
ных диапазонов [1]) применим МС.

Выводы

Показана метрологическая некорректность 
фармакопейной процедуры валидации мето-
дик атомно-абсорбционной спектрофотоме-
трии (ААС).

Разработана метрологически обоснованная 
стандартизованная процедура валидации мето-
дик количественного определения с помощью 
ААС в варианте калибровочного графика.

Показано, что более надежным является 
Подход 2, основанный на предположения ра-
венства неопределенностей калибровки и ис-
пытуемой пробы.

Таблица 12

Метрологические характеристики калибровочный прямой (3а) X% = b×Y(%) +a

Параметр Значение

Метод калибровочного графика

подход 1 подход 2
критерий вывод критерий вывод

1-ый день
а -3.16
sa 1.52
b 1.043
sb 0.015

SDrest 1.10 ≤ 0.53 нет ≤ 1.17 соот.
Rс

2 0.99936
D (80-120) % ≥ 0.99887 соот. ≥ 0.99450 соот.
D (70-130) % ≥ 0.99950 нет ≥ 0.99756 соот.
D (50-150) % ≥ 0.99982 нет ≥ 0.99912 соот.

2-ой день
а -5.35
sa 1.06
b 1.049
sb 0.016

SDrest 1.17 ≤ 0.53 нет ≤ 1.17 соот.
Rс

2 0.99913
D (80-120) % ≥ 0.99887 соот. ≥ 0.99450 соот.
D (70-130) % ≥ 0.99950 нет ≥ 0.99756 соот.
D (50-150) % ≥ 0.99982 нет ≥ 0.99912 соот.

Таблица 13

Результаты анализа 3 модельных смесей в 2 разных дня с использованием метода стандарта (МС) и 

метода калибровочного графика (МКГ)

1-ый день 2-ой день

X% Y%
МС МКГ

X% Y%
МС МКГ

Z= RR % Xcalc% RR% Z=RR % Xcalc% RR%
100.18 98.6 98.47 99.74 99.56 100.68 99.92 99.25 100.21 99.54
100.50 98.9 98.45 100.06 99.56 100.10 99.36 99.26 99.62 99.52
100.00 98.5 98.48 99.57 99.57 100.68 99.92 99.25 100.21 99.54

98.47 99.56 99.25 99.53

|RR(2)- RR(1)| ≤ 0.26·12.2= 3.2 0.78 0.03
соотв. соотв.
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Показано, что метод стандарта применим в 

ААС для достаточно узких аналитических диа-
пазонов – не шире (70-130) % от номинально-
го значения.

Разработанная стандартизованная процедура 
валидации апробирована на ААС количествен-
ном определении железа в мультивитаминно-
минеральном комплексе Gesticare. 

ЛИТЕРАТУРА
2.2.23. Атомно-абсорбційна спектрометрія // Державна 1. 

Фармакопея України / Державне підприємство «Науково-

експертний фармакопейний центр» - 1-е вид. – Харків: 
РІРЕГ, 2001. – Доповнення 3. – Харків, 2009. - С. 27-31.

АНД. Аспаркам, розчин для ін’єкцій, по 5 мл і 10 мл в ам-2. 
пулах №10. - АТ «Галичфарм».

The United States Pharmacopeia – Natoinal Formulary. - 3. 
USP 33-NF 28. – Rockville: The United States Pharmacopeial 
Convention, 2009. - Vol. 1. – 1771 p.

2.2.N.2. Валідація аналітичних методик і випробувань // 4. 
Державна Фармакопея України / Державне підприємство 
«Науково-експертний фармакопейний центр». – 1-е 
вид. – Харків: Рірег, 2001. – С. 58-67. – Доповнення 1. – 
2004. – С. 2-4. – Доповнення 2. – 2008. – С. 85-100. – 
Доповнення 4. – 2011. – С. 27-28.

Таблица 14

Суммарные результаты валидации методики ААС-определения железа

Наименование Метод стандарта Метод калибровочного графика

Диапазон → (80-120) % (70-130) % (50-150) % (80-120) % (70-130) % (50-150) %
пригодность системы:

1) сходимость параллельных измерений абсорбции (SDА,r)
требования к SDА,r % ≤ 1.28

калибровочные растворы соотв. соотв.
модельные растворы соотв. соотв.

растворы для определения 
внутрилабораторной 

прецизионности
соотв. соотв.

2) требования к калибровочной прямой
требования к SDrest

подход 1 ≤ 0.53
подход 2 ≤ 1.17

фактическое SDrest 0.72, 1.10, 1.17

вывод по SDrest
подход 1 – не соотв.

подход 2 – соотв.
фактическое Rс

2 0.99966, 0.99936, 0.99913
требования к minRс

2

подход 1 0.99944 0.99950 0.99982  
вывод по подходу 1 нет нет нет

подход 2 0.99450 0.99756 0.99912
вывод по подходу 2 соотв. соотв. соотв.

анализ 9 модельных смесей
критерий max|a| ≤ 6.1 ≤ 4.1 ≤ 2.4
фактическое |а| 2.85

соотв. соотв. нет

фактическое SDrest 0.010
критерий maxSDrest ≤ 2.06

вывод по SDrest соотв.
фактическое Rс

2 1.00000
критерий minRс

2 0.97735 0.98994 0.99638
вывод по Rс

2 соотв. соотв. соотв.
δ1 =|RR-100|≤ 1.22% соотв. соотв.

фактическое ΔRR

max ΔRR = maxΔsample : 2.21 1.64
подход 1 и МС: Δsample≤3.90 соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв.

подход 2: Δsample≤2.76 соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв.
общий вывод по валидации

МС соотв. соотв. нет

МКГ –Подход 1 нет нет нет

МКГ –Подход 2 соотв. соотв. соотв.
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Резюме
Гризодуб О.І., Левашова О.Л., Борщевський Г.І.

Стандартизована процедура валідації методик атомно-

абсорбційного кількісного визначення лікарських 

засобів у варіанті калібрувального графіка

Проведено критичний аналіз фармакопейної процедури 
валідації методик атомно-абсорбційної спектрофотометрії 
(ААС) і показано її метрологічну некоректність. Розробле-
но метрологічно обґрунтовану стандартизовану процеду-
ру валідації методик кількісного визначення за допомогою 
ААС у варіанті калібрувального графіка. Показано, що на-
дійнішим є підхід, що ґрунтується на допущенні рівності 

невизначеностей калібрування та проби, що аналізується. 
Показано також, що для достатньо вузьких аналітичних 
діапазонів (не ширше (70-130) % від номінального значен-
ня) може використовуватися також і метод стандарту. Роз-
роблену стандартизовану процедуру валідації апробовано 
на ААС-кількісному визначенню заліза у мультивітамінно-
мінеральному комплексі Gesticare.

Summary
Gryzodub O.I., Levashova O.L., Borshevskiy G.I.

A standardized validation procedure for atomic absorption 

assays of medicines, using calibration line

A critical analysis of pharmacopoeial validation procedure 
for atomic absorption medicine assays is conducted and dem-
onstrated its metrological incorrectness. A metrologically sub-
stantiated standardized validation procedure for atomic absorp-
tion medicine assays using calibration line is developed. It is 
demonstrated that an approach based on parity of calibration 
and sample uncertainty is surer. It is also demonstrated that 
reference method may be applied for sufficiently narrow ana-
lytical ranges (within (70-130) % of nominal value). The stan-
dardized procedure is tested on ferrous assay in multi-vitamin-
mineral complex Gesticare.
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Будова та властивості

УДК 549.731.13:54.061/.062

Ведерникова І.О., Коваль А.О., Фаталієва А.В.
Національний фармацевтичний університет

Дослідження намагніченості та розміру наночастинок цинкзаміщеного 
магнетиту
Для синтезованих частинок цинкзаміщеного магнетиту проведено електронно-мікроскопічні дослідження та вста-
новлено залежність величини питомої намагніченості частинок від величини зовнішнього магнітного поля. Виявлена 
сукупність високих функціональних характеристик синтезованих частинок – питома намагніченість насичення σ = 
69.7 Ам2/кг при середньому розмірі частинок <d> ≈ 9.6 нм – дозволяє рекомендувати одержані частинки для викорис-
тання у складі лікарських препаратів.

Останнім часом спостерігається помітне 
зростання числа публікацій, присвячених до-
слідженню використання магнітних наночас-
тинок (звичайно феритів) у складі лікарських 
препаратів [1-3]. При введенні магнітних нано-
частинок до складу лікарської форми одержу-
ють магнітну композицію, що може керувати-
ся зовнішнім магнітним полем (МП). Зрозумі-
ло, що при створенні лікарських препаратів із 
магнітними властивостями, доцільно викорис-
товувати частинки з високими функціональни-
ми (магнітними та розмірними) властивостями. 
Поєднання високодисперсного розміру з висо-
кими значеннями магнітних характеристик є 
одним з критеріїв використання наночастинок 
у складі лікарської форми. 

При переході від масштабу монокристалічних 
феритів до нанорозміру (особливо для розмірів 
до 40 нм) спостерігається суттєве зменшення 
намагніченості частинок. Це обумовлено зна-
чною площею відкритих поверхонь високо-
дисперсних зразків, на яких відбувається “зко-
шення” магнітної структури (відхилення маг-
нітних моментів атомів від кристалографічної 
осі) і, як наслідок, зміна магнітних параметрів. 
Враховуючи надмалий об’єм високодисперс-
них частинок, від’ємний вклад структурно–
дефектного приповерхневого шару в магнітні 
параметри частинки є суттєвим і він тим біль-
ший, чим менша масштабність кристалу [4-7]. 
При одержанні високодисперсних зразків фе-
ритів розміром до (15-20) нм частка структурно-
дефектної поверхні становить майже 64 % всього 
об’єму частинки, що призводить до зменшен-
ня намагніченості наночастинок у порівнянні 
з їх монокристалевими аналогами на 61.5 % [7]. 
У деяких випадках використання лікарського 
препарату обумовлює застосування магнітного 
наповнювача із частинками саме таких розмі-
рів. Так, наприклад, доведено [8], що при ство-
ренні магнітокерованих контейнерів-носіїв 

протипухлинних препаратів розміром 200 нм 
слід використовувати магнітні наночастинки 
розміром до 11 нм.

Методом хімічної конденсації синтезовано 
високодисперсні частинки цинк залізо (II) фе-
риту, загальної формули  Zn0,4Fe2,6O4, що мож-
на розглядати як цинкзаміщений магнетит 
(FeFe2O4) [9]. При використанні синтезованих 
частинок як компонента лікарських препара-
тів, необхідно провести дослідження їх функ-
ціональних характеристик та оцінити стан при-
поверхневого шару.

Метою даної роботи є визначення функціо-
нальних характеристик синтезованих частинок 
цинкзаміщеного магнетиту – встановлення ве-
личини намагніченості насичення  та розподілу 
частинок за розміром. 

Матеріали та методи

Зразки цинк залізо (II) феритів одержували 
методом хімічної конденсації із водних розчи-
нів солей заліза (II), (III) та цинку розчином на-
трію гідроксиду.

Дослідження розміру синтезованих час-
тинок проводили на трансмісійному електро-
нному мікроскопі JSM-820 (JEOL), × 150000. У 
дослідженнях використовували зразки у ви-
гляді суспензій. Частинки порошку розганя-
лись за допомогою ультразвукового дисперга-
тора УЗДА (ν = 35 кГц, t ~ 20 хв). Одержували 
зображення у планарній геометрії при падін-
ні електронного пучка вздовж гексагональної 
осі с і перпендикулярно до неї. Знімки обробля-
ли із використанням програм AutoCAD 2004 та 
MathCAD 2001.

Намагніченість зразків феритів визначали 
мостовим методом [10], висмикуванням дослід-
ного зразка в ампулі із зони постійного МП. 
Зміну магнітного потоку, пропорційну магніт-
ному моменту зразка, реєстрували за допомо-
гою мiкровеберометра. Визначення повторю-
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вали не менше трьох разів. За результат при-
ймали середнє арифметичне значення, при до-
пустимому відхиленні ± 0.2 кА/м. Визначення 
параметрів кривої намагнічування починали з 
найменшого значення напруги МП, поступово 
збільшуючи його до досягнення постійних зна-
чень намагніченості насичення. 

Результати досліджень та їх обговорення

На Рис. 1 наведено електронні мікрофото-
графії синтезованих наночастинок.  Як можна 
побачити, морфологія всіх частинок однакова. 
Візуально форма частинок виражена не чітко 
та сприймається як сферична. Взагалі частин-
ки феритів із структурою шпінелі мають окта-
едричну форму.

На підставі проведених мікроскопічних до-
сліджень одержано функцію розподілу частинок 
за розміром із вибіркою 500 частинок (Рис. 1, в). 
Розподіл N = f(d) наближений до симетричного, 
діапазон значень d = (5 ÷ 13) нм, середнє зна-
чення діаметра частинок   <d> ≈ 9.6 нм. Важли-
во, що майже 80 % частинок мають діаметр (7.0 ÷ 
10.5) нм, що характеризує одержаний зразок 

як однорідну систему. За теорією доменів роз-
різняють суперпарамагнiтний, однодоменний, 
псевдодоменний і багатодоменний стани. Згід-
но із принципом найменшої енергії, утворення 
доменів обумовлене виграшем магнітної енергії. 
Для зразків магнетиту із частинками приблиз-
но сферичної форми за кімнатної температури 
експериментально було встановлено [11] зна-
чення верхньої межі однодоменного стану: d = 
29 ÷ 36 нм. Враховуючи, що дослідний зразок є 
аналогом магнетиту, відповідно до розміру мо-
жемо констатувати однодоменний стан із на-
ближенням до суперпарамагнітного.

На Рис. 2 наведено залежність відносної 
питомої намагніченості від дисперсності час-
тинок, що була встановлена [12] для частинок 
γ-Fe2O3. 

Досягнення значень намагніченості моно-
кристалевого зразка σ/σs = 1 (Рис. 2) для дослід-
них високодисперсних частинок відбувається в 
інтервалі значень розміру наночастинок ≥ 40 нм. 
При цьому значне збільшення намагніченості 
спостерігається у дуже вузькому розмірному 

Рисунок 1

Електронні мікрофотографії зразка цинк фериту

а) ×60, б) ×25, г) ×100,
в) — діаграма розподілу частинок за розміром.
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інтервалі — (5-15) нм. У цих межах збільшення 
діаметра на кожний нанометр призводить до 
збільшення намагніченості в 1.5 рази.

Рисунок 2

Нормована функція питомої намагніченості 

частинок γ-Fe2O3 різної дисперсності

При заміщенні у магнетиті іонів Fe2+ іонами 
Zn2+ утворюється змішана шпінель Zn2+

0,4Fe3+ 

0,6[Fe2+ 
0,6Fe3+

1,4]O4. На Рис. 2 наведено значен-
ня відносної питомої намагніченості, що має 
відповідати дослідному зразку цинк залізо (II) 
фериту (середній діаметр частинок 9.6 нм). Та-
ке порівняння параметрів є можливим, оскіль-
ки синтезований зразок є аналогом магнетиту, 
γ-модифікацію якого і наведено на Рис. 2.

Доцільність теоретичних припущень було 
підтверджено експериментальним шляхом. 
Для синтезованих наночастинок цинк залізо 
(II) фериту було досліджено залежність вели-
чини намагніченості від величини зовнішньо-
го МП (Рис. 3).

Одержані криві залежності σ(H) експери-
ментального високодисперсного зразка та йо-
го макроаналога схожі. Максимальна намаг-
ніченість (намагніченість насичення) зразків 
досягається в полях H ≥ 800 кА/м, але суттєво 
(майже в 1.3 рази) відрізняється за величиною. 
Для високодисперсного зразка питома намаг-
ніченість прогнозовано менша, але істотна, 
та становить 69.7 Ам2/кг, що майже співпадає 
зі значенням, одержаним згідно з Рис. 2 (σ ≈ 
71 Ам2/кг). Близькість одержаних результатів 
є фактом, що підтверджує залежність магніт-
них характеристик частинок від розміру та до-
водить задовільний стан структури частинок із 
невеликою товщиною приповерхневого шару. 
Ефект зменшення намагніченості зі зменшенням 
розміру частинок наглядно продемонстровано 
на рис. 2, ця залежність може бути використа-

на взагалі для аналізу частинок зі структурою 
шпінелі з відомим одним параметром (розмір 
або намагніченість).

Рисунок 3
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Висновки

Проведеними дослідженнями розміру та на-
магніченості синтезованих частинок цинкзамі-
щеного магнетиту, було підтверджено взаємоза-
лежність цих параметрів для системи частинок 
шпінельної структури з розміром до 40 нм.

Метод хімічної конденсації дозволяє одер-
жувати частинки цинкзаміщеного магнетиту із 
сукупністю високодисперсного розміру (9.6 нм) 
та високим (відповідно до розміру) значенням 
магнітних характеристик – питома намагні-
ченість насичення 69.7 Ам2/кг. Таким чином, 
синтезовані частинки можна рекомендувати 
для подальших досліджень із метою їх викорис-
тання у складі лікарських препаратів.
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Резюме
Ведерникова И.А., Коваль А.А., Фаталиева А.В.

Исследование намагниченности и размера наночастиц 

цинкзамещенного магнетита

Для синтезированных частиц цинкзамещенного маг-
нетита проведены электронномикроскопические иссле-
дования, определена зависимость величины удельной на-

магниченности частиц от величины внешнего магнитно-
го поля. Установленная совокупность высоких функцио-
нальных характеристик синтезированных частиц – на-
магниченность насыщения σ = 69.7 Ам2/кг при среднем 
размере частиц  <d> ≈ 9.6 нм – позволяет рекомендовать 
полученные частицы для использования в составе лекар-
ственных препаратов.

Summary
Vedernikova I.A., Koval A.A., Fataliyeva A.V.

Study of magnetization and the size of nanoparticles of zinc 

substituted magnetite

For the synthesized zinc substituted magnetite particles the 
electron microscopic studies were conducted, the dependence of 
specific magnetization of the particles on the external magnetic 
field was determined. The established range of high-functional 
characteristics of the synthesized particles (the magnetization 
of saturation σ = 69.7 Am2/kg with an average particle size 
<d> ≈ 9.6 nm) allowed recommendation of obtained particles 
for the use in medicines.
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Готові лікарські засоби

УДК 615.2/3:666.176]6543.544.3

Зинченко А.А.
Государственное предприятие «Украинский научный фармакопейный центр качества 
лекарственных средств»

Определение состава газовой фазы в ампулированных лекарственных 
препаратах
Предложена методика качественного и количественного определения состава газовой фазы над инъекционными 
растворами в ампулированных лекарственных препаратах методом адсорбционной газовой хроматографии. 
Установлены требования к хроматографической системе и экспериментально показано, что некоторые используемые 
в ГХ молекулярные сита пригодны для анализа газовой фазы в первичной упаковке. Предложена методика отбора 
газовой фазы из ампул, которая исключает загрязнение анализируемой пробы компонентами воздуха. Определены 
метрологические характеристики методики.

Ряд ампулированных инъекционных препа-
ратов имеют в своем составе действующие или 
вспомогательные вещества, способные в рас-
творенном виде реагировать с кислородом. При 
этом образуются продукты окисления, являю-
щиеся примесями, которые ухудшают качество 
лекарственных препаратов. При производстве 
таких препаратов для предотвращения окисли-
тельных процессов практикуется удаление оста-
точных количеств кислорода непосредственно 
из растворов, а также замещение воздуха га-
зовой фазы в ампуле инертным газом, наибо-
лее часто азотом, значительно реже аргоном и 

другими инертными газами, непосредственно 
перед запайкой ампулы.

От качества проведения операции по заме-
щению воздуха зависит остаточная концентра-
ция кислорода в газовой фазе ампулы и, соот-
ветственно, скорость образования продуктов 
окисления, сохранность препарата и его срок 
годности. Поэтому установление состава газо-
вой фазы в ампулированном препарате может 
оказаться весьма полезной на стадии выходного 
контроля готовой лекарственной формы. Еще 
более полезной может быть контроль газовой 
фазы в ампулированных препаратах на стадиях 
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отладки оборудования, при проведении пуско-
наладочных работ, валидационных исследова-
ний технологических процессов и других тех-
нологических операциях.

Целью данной работы является разработка 
надежного и доступного метода контроля со-
става газовой фазы в запаянных ампулах.

По данным фирмы «Bayer AG» контроль со-
става газовой фазы в запаянных ампулах мо-
жет быть проведен спектральными методами, 
помещая ампулу в высокочастотное электро-
магнитное поле; ультразвуковым сканирова-
нием, измеряя скорость звука в газовой фазе, 
и другими физическими методами. Эти мето-
ды позволяют проводить измерения без вскры-
тия первичной упаковки, но точность измере-
ния при этом невелика, и обнаружить менее 
1 % остаточного кислорода не представляется 
возможным.

Наиболее надежные результаты измерения 
состава газовой фазы могут быть получены при 
использовании метода газовой хроматографии 
[1, 2]. Этот метод позволяет надёжно контроли-
ровать содержание кислорода в газовой фазе 
до 0.005 % и устанавливать газовый состав [3]. 
Применение этого метода предполагает вскры-
тие ампулы, отбор газовой пробы и её хромато-
графирование. Поскольку объём газовой фазы 
в ампулах вместимостью (1–2) мл незначителен 
(около 150 мкл), её отбор должен проводиться, 
по возможности, полно, избегая при этом по-
падания воздуха и жидкой фазы в отбираемую 
пробу. Для отбора таких малых газовых проб 
были использованы газоплотные шприцы вме-
стимостью (100-250) мкл и изготовленное ав-
тором приспособление (Рис. 1). Это приспосо-
бление состоит из прозрачного стеклянного 
сосуда (С) у которого удалено дно, а горловина 
закрыта силиконовой мембраной (М), которую 
используют для герметизации сосудов при про-
ведении анализа равновесной паровой фазы. 
Внутри сосуда клеем закреплена изготовленная 
из сплава Т15К6 пластина (П), в которой сделан 
V-образный заточенный пропил.

При отборе пробы в сосуд помещают око-
ло 10 мл свежепрокипяченного насыщенного 
раствора натрия хлорида, ампула опускается в 
раствор вверх дном таким образом, чтобы уро-
вень отрезания находился под слоем жидкости 
(Рис. 2), с помощью пропила твердосплавной 
пластины делается надрез ампулы (А) и отла-
мывается конец ампулы (Б). Поскольку все 
операции проводят в слое жидкости, контакт 
газовой фаза ампулы с атмосферой отсутству-
ет. Высокая плотность насыщенного раствора 
натрия хлорида предотвращает быстрое пере-

мешивание самого препарата с раствором, по-
мещенным в сосуд.

Рисунок 1

Приспособление для вскрытия и отбора газовой 

фазы в ампулах

Отбор газовой фазы ампулы проводится 
предварительно промытым газом-носителем 
газоплотным шприцом, на иглу которого на-
дета резиновая прокладка от блоков испарите-
лей газовых хроматографов (В). После отбора 
пробы шприц вынимают из ампулы и сосуда, а 
конец иглы шприца герметизируют резиновой 
прокладкой. Ввод пробы осуществляют обыч-
ным способом.

Хроматографические условия при опреде-
лении состава газовой фазы зависят от компо-
нентного состава газа, которым заполняют ам-
пулы. Поскольку наиболее часто для этих целей 
используют азот, причем технический очищен-
ный, в данной работе основное внимание было 
уделено этому случаю.

Из трех распространенных способов полу-
чения азота (абсорбционного, диффузионного 
и криогенного) в фармацевтической промыш-
ленности используют азот, полученный крио-
генным способом. При этом способе оконча-
тельная очистка азота от кислорода проводит-
ся путем поглощения активными по отноше-
нию кислорода веществами. В результате этой 
очистки в азоте повышается содержание дру-
гой примеси – аргона, что было установлено 
при хроматографировании реальных образцов 
препаратов (Рис. 4).
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Поскольку аргон является инертным газом, 
на сохранность препаратов он не влияет. Одна-
ко пара аргон – кислород на обычно применя-
емых для анализа газов сорбентах (молекуляр-
ные сита) является трудно разделяемой [4] и в 
обычных условиях элюируется одним пиком, 
что не позволяет получать достоверные резуль-
таты. Поэтому условие - практически полное 
разделение пиков кислород – аргон - является 
обязательным для методики определения со-
става газовой фазы в ампулах. Для надежного 
разделения этой пары используют охлаждение 
хроматографической колонки до температуры 
– 20 °С и ниже, либо применяют капиллярные 
колонки и адаптированные к ним детекторы 
[3]. И первый, и второй варианты требуют до-
полнительного оборудования, которое монти-
руется или уже установлено на хроматограф в 
заводских условиях и фактически превращает 
этот прибор в узкоспециализированный, рас-
считанный только на анализ газовых смесей. 
Поэтому было проведено исследование моле-
кулярных сит различных марок и производи-
телей на разделяющую способность пары ар-
гон – кислород при температуре колонки 0 оС, 
поскольку поддержание этой температуры не 
требует дополнительных затрат и в качестве 
охладителя может быть применена смесь во-

ды и льда. Термостатирование колонки прово-
дили путем её погружения в смесь воды и льда, 
которую помещали в сосуд Дьюара вместимо-
стью около 3 л.

Таблица 1

Результаты определения разделяющей 

способности сорбентов

Сорбент, производитель

Коэффициент 

разделения пары 

аргон - кислород

Molecular Sieve 5A, «Supelco», 
cat No 2-03-01, (45-60) mesh, lot 
V0436 2006 г (США)

1.283

Molecular Sieve 5A, (60-80) 
mesh, lot 25968 (Shimadzu, Япо-
ния, 1987 г.)

1.475

Molecular Sieve 5A, (60-80) 
mesh. (Serva, Германия, 1976 г.)

1.326

Цеолитный сорбент СаА, пар-
тия 2, «Реахим», 1984 г.
Измельчен из гранул размером 
5 мм, выделена фракция (0.18-
0.20) мм 

1.120

Цеолитный сорбент СаА, пар-
тия 4, «Реахим», 1988 г.
Измельчен из гранул размером 
5 мм, выделена фракция (0.18-
0.20) мм 

1.054

Цеолитный сорбент СаА, пар-
тия 12, «Реахим», 1989 г.
Измельчен из гранул размером 
5 мм, выделена фракция (0.20-
0.25) мм 

1.560

Цеолитный сорбент NaА 
(«Сорбис», Российская Феде-
рация, 2009 г.)
Измельчен из шарообразных 
гранул размером (4-6) мм, вы-
делена фракция (0.18-0.20) мм 

1.459

Цеолит синтетический NaА, ТУ 
2163-005-21742510-2004 (ООО 
Завод молекулярных сит «Реал 
Сорб», Российская Федерация, 
2008 г.)
Измельчен, выделена фракция 
(0.20-0.25) мм

1.410

Вентилятор для перемешивания воздуха 
в термостате хроматографа при этом отклю-
чали. Одной заправки сосуда Дьюара смесью 
воды и льда достаточно для работы в течение 
24 ч. В качестве газовой пробы использовали 
воздух. Предварительно заполненные сорбен-
тами колонки кондиционировали при темпе-
ратуре 380 °С в течение 6 ч. Результаты при-
ведены в Табл. 1.

Хроматографирование проводили на хро-
матографе GC-14B, оснащенном компьютери-

Рисунок 2

Последовательность отбора газовой фазы из 

запаянной ампулы
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зированным интегратором модели С-R7A, пет-
левым дозатором газовых проб MGS-4 (0.5 мл), 
производства корпорации «Шимадзу», Япония. 
Типичная хроматограмма воздуха при практи-
чески полном разделении пиков аргона и кис-
лорода приведена на Рис. 3.

Как видно из представленных данных, неко-
торые из исследованных сорбентов обеспечи-
вают необходимый для получения достоверных 
результатов коэффициент разделения пиков 
аргона и кислорода (более 1.4) при температу-
ре плавления воды, что позволяет применить 
эти сорбенты для контроля газовой фазы в за-
паянных ампулах.

Таким образом, возможен такой вариант 
методики:

(100-200) мкл газовой фазы из ампулы, хро-
матографируют на газовом хроматографе с 
термокондуктометрическим детектором в сле-
дующих условиях:
— колонка стеклянная, размером 3,2 м × 0,32 см, 

заполненная сорбентом «Молекулярные си-

та 5А», размер частиц (80-100) меш;
— температура колонки – 0 оС;
— скорость газа-носителя (гелий) – 30 мл/

мин;
— температура детектора – 50 оС;
— ток детектора –—80 % от предельного, ука-

занного в инструкции по эксплуатации при-
бора (для модели GC-14B — 160 мА).
Содержание каждого компонента газовой 

фазы ампулированного препарата вычисляют 
по формуле:

100 ,iS
S

×
∑

где:
Si — площадь пика определяемого компонента 

на хроматограммах испытуемой пробы;
∑S — суммарная площадь всех пиков на хро-

матограммах испытуемой пробы.
Для большинства случаев при использовании 

гелия или водорода в качестве газа-носителя 

Рисунок 3

Хроматограмма пробы воздуха, полученная при определении разделяющей способности сорбентов
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Таблица 2
Результаты определения концентрации аргона и кислорода в атмосферном воздухе

Наименование 

определяемого 

компонента

Введено (%, об/об)
Введено (в 

нормализованных %)

Найдено

%, об/об в нормализованных 

координатах (%))
А

Р
Г

О
Н

0.934 100

0.9305 99.627

0.9381 100.443

0.9310 99.678

0.9465 101.341

0.9322 99.810

0.9312 99.698

0.9283 99.392

среднее значение, Zср, % 99.998

систематическая ошибка, δ%=|Zср–100| 0.002

относительное стандартное отклонение, RSDz, % 0.675

доверительный интервал Δz % = t(7-2) × RSDz= 2.015 × 0.675 1.36

К
И

С
Л

О
Р

О
Д 20.9486 100

20.967 100,088

21.113 100,785

20.982 100,161

20.967 100,089

20.988 100,187

20.937 99,946

21.035 100,41

среднее значение, Zср, % 100.238

систематическая ошибка, δ%=|Zср–100| 0.231

относительное стандартное отклонение, RSDz, % 0.279

доверительный интервал Δz % = t(7-2) × RSDz= 2.015 × 0.279 0.56

Таблица 3
Результаты определения концентрации аргона и кислорода в газовой смеси содержащей по 1 % аргона 

и кислорода

Наименование 

определяемого 

компонента

Введено (%, об/об)
Введено (в 

нормализованных %)

Найдено

%, об/об в нормализованных 

координатах (%)

А
Р

Г
О

Н

1.00 100

1.008 100.8

1.010 101.0

0.994 99.4

0.998 99.8

1.016 101.6

0.995 99.5

0.998 99.8

среднее значение, Zср, % 100.20

систематическая ошибка, δ%=|Zср–100| 0.20

относительное стандартное отклонение, RSDz, % 0.736

доверительный интервал Δz % = t(7-2) × RSDz= 2.015 × 0.736 1.48

К
И

С
Л

О
Р

О
Д 1.00 100

1.003 100,3

1.000 100

1.008 100,8

0.997 99,7

0.998 99,8

0.999 99,9

1.014 101,4

среднее значение, Zср, % 100.27

систематическая ошибка, δ%=|Zср-100| 0.27

относительное стандартное отклонение, RSDz, % 0.619

доверительный интервал Δz % = t(7-2) × RSDz= 2.015 × 0.619 1.25
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различием в теплопроводности определяемых 
компонентов можно пренебречь. При необхо-
димости снижения ошибки результатов, нуж-
но учитывать поправочные коэффициенты, 
которые для каждого конкретного прибора и 
термокондуктометрического детектора мо-
гут быть определены путем хроматографиро-
вания калибровочной смеси газов с точно из-
вестным составом. В этом случае, содержание 
каждого компонента газовой фазы вычисляют 
по формуле:

100 ,
( )

i i

i i

k S
k S
×

∑

где:
Si — площадь пика определяемого компо-

нента на хроматограммах испытуемой 
пробы;

ki — поправочный коэффициент для опре-
деляемого компонента;

∑(kiSi) — суммарная площадь всех пиков на 
хроматограммах испытуемой пробы, 
с учетом поправочных коэффици-
ентов.

Газовая проба, отобранная над инъекцион-
ным раствором, содержит водяные пары, кото-
рые в условиях определения газового состава 
сорбируются на молекулярных ситах. Чтобы 

Рисунок 4

Хроматограмма пробы газовой фазы ампулы, полученная при валидации технологического процесса 

запайки в инертном газе (цеолитный сорбент СаА, партия 12 («Реахим» 1989 г.))
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предотвратить вызванное поглощениями па-
ров воды изменение свойств сорбента в началь-
ную часть колонки помещали фторопластовую 
вставку внутренним диаметром 2.0 мм и длиной 
55 мм, заполненную гранулированным магния 
перхлоратом безводным. Такая вставка позво-
ляет провести более 100 хроматографирований 
без заметного изменения хроматографических 
характеристик колонки.

Метрологические характеристики методи-
ки были оценены путем хроматографирования 
атмосферного  воздуха и газовой смеси азот – 
кислород– аргон с концентрациями аргона и 
кислорода по 1 % [5, 6], поскольку эти концен-
трации газов реально встречаются при контро-
ле качества препаратов. 

Для расчета метрологических характеристик 
методики при хроматографировании воздуха 
использовали табличные значения содержания 
кислорода (20.948 %) и аргона (0.934 %). Смесь 
с содержанием по 1 % кислорода и аргона го-
товили в лабораторных условиях. Именно эти 
концентрации были выбраны как наиболее ча-
сто встречающиеся при определении реальных 
объектов. Результаты расчета представлены в 
Табл. 2 и 3.

Как видно из приведенных данных, систе-
матическая ошибка определения кислорода 
в газовой смеси не превышает 0.3 %. Величи-
на стандартного относительного отклонения 
около 0.7 %. При этом суммарное значение 
неопределенности результатов методики при 
использовании стандартизованных калибро-
вочных смесей газов для определения попра-
вочных коэффициентов не превышает 1.5 %. 
Эти величины метрологических характеристик 
более чем достаточны для методики определе-
ния примесей, каковым в данном случае явля-
ется кислород.

Приведенная выше разработанная методика 
была использована для контроля ряда ампули-
рованных препаратов, в том числе и препара-
та, состав которого близок к составу препарата 
«Мильгама», а так же при  валидации техноло-
гических процессов производства инъекци-
онных препаратов. Типичная хроматограмма, 
полученная при определении состава газовой 
фазы в запаянной ампуле при валидации тех-
нологического процесса запайки в инертном 
газе, представлена на Рис. 4.

Выводы

Определены требования к методике опре-
деления газового состава в запаянных ампу-
лах инъекционных препаратов. Эксперимен-
тально показано, что достоверные результаты 
определения остаточных количеств кислорода 

возможно получить при условии разделения 
пары аргон – кислород.

Проведено исследование ряда наиболее рас-
пространенных для контроля постоянных газов 
сорбентов на способность разделения пары 
кислород – аргон при температуре плавления 
воды, что позволяет проводить анализ без ис-
пользования дополнительных приспособлений 
для аналитического оборудования.

На основании полученных результатов разра-
ботана методика определения газового состава 
в запаянных ампулах инъекционных препара-
тов и разработан способ отбора газовой фазы 
из ампулы, при котором исключается попада-
ние компонентов воздуха и паров раствора в 
исследуемую пробу.

Исследованы основные метрологические 
характеристики разработанной методики. По-
лученные результаты показывают, что методи-
ка позволяет проводить определение газовой 
фазы с требуемой для примесей неопределен-
ностью.
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Резюме
Зінченко О.А.

Визначення складу газової фази в ампульованних 

лікарських засобах

Запропоновано методику якісного та кількісного визна-
чення складу газової фази над ін'єкційними розчинами в 
ампульованих лікарських препаратах методом адсорбцій-
ної газової хроматографії. Встановлено вимоги до хрома-
тографічної системи й експериментально показано, що 
деякі використовувані у ГХ молекулярні сита придатні для 
аналізу газової фази у первинній упаковці. Запропоновано 
методику відбору газової фази із ампул, що виключає за-
бруднення аналізованої проби компонентами повітря. Ви-
значено метрологічні характеристики методики.

Summary
Zinchenko A.A.

Determination of constituents of gas phase of drugs in 

ampoules

The technique of qualitative and quantitative determina-
tion of gas phase above the injection solution in ampoules with 
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drugs by adsorption gas chromatography (GC) was given. The 
requirements to the chromatographic system were established. 
It was shown experimentally that some frequently used in the 
GC molecular sieves were suitable for the analysis of the gas 
phase in the primary packaging. The technique of sampling 
of the gas phase from vials, which prevented contamination of 
the sample with air components, was proposed. Metrological 
characteristics of that method have been defined.
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Дослідження осмотичної активності мазі протимікробної дії для лікування 
ранового процесу на першій стадії
Приведені результати експериментального дослідження осмотичної активності м’якої лікарської форми з ліпофільним 
екстрактом бруньок тополі китайської. Експериментально встановлено, що зразки мазі на емульсійній основі типу 
олія/вода (о/в) та вода/олія (в/о) мають слабу осмотичну активність, у той час як зразки мазі на гідрофільній основі 
мають виражену осмотичну активність. Результати дослідження дозволяють створити м’яку лікарську форму із рос-
линним екстрактом, що призначена для лікування інфекційних ускладнень на першій стадії ранового процесу.

У теперішній час одним з актуальних питань, 
що стоять перед фармацевтичною наукою, є 
розробка мазей на основах, що відповідають 
вимогам, пред’явленим до характеру ранового 
процесу (перша, друга фази) і типу ураження 
(хірургічні, дерматологічні тощо) [1, 4].

Одним із найважливіших показників спе-
цифічної дії лікарських препаратів для місце-
вого лікування запальних процесів є кінетика 
абсорбції води (осмотична активність). Цей по-
казник пов’язаний із регулюванням проник-
нення лікарського засобу у тканини та, у разі 
необхідності, прояву дегідратаційного впливу 
лікарського препарату на осередок запалення й 
оточуючі тканини, що призводить до зменшення 
набряку, сприяє прискоренню обмінних про-
цесів і нормалізації стану хворого [5, 8].

Осмос (від. грец. ōsmós – тиск) – однобіч-
ний перебіг (дифузія) однієї речовини (роз-
чинника) в іншу крізь напівпроникну мемб-
рану, обумовлений наближенням системи до 
термодинамічної рівноваги з вирівнюванням 
концентрації дифундуючої речовини по оби-
два боки мембрани [7].

Чітко визначена осмотична активність ма-
зевих основ набуває особливого значення при 
лікуванні ранового процесу відповідно до ста-
дії його протікання. На першій стадії ранового 
процесу осмотична активність є додатковим 
лікувальним фактором, що ліквідує тканинну 
гіперемію та запальний набряк, усуває явища 
інтоксикації та забезпечує швидке очищення 
рани від ранового ексудату; помірна осмотич-
на активність сприяє процесу загоєння пошко-
джених тканин у другій фазі [1, 4, 7].

Вирішуючи питання застосування мазі у 
клінічній практиці, слід врахувати її осмотич-
ні властивості, що визначатимуть специфічну 
активність лікарської форми та межі її засто-
сування [4, 14].

Враховуючи те, що при рановому процесі 
на першій стадії з’являється досить багато екс-
удату, при очищенні рани виникає необхідність 
створення умов, за якими б основа мала значну 
осмотичну активність та добре змішувалась з 
ексудатом [2, 3, 8, 14].

Метою даної роботи є розробка складу ком-
бінованої мазі протимікробної дії, призначеної 
для лікування інфекційних ускладнень ран, 
з урахуванням фазності ранового процесу, 
до складу якої входить ліпофільний екстракт 
бруньок тополі китайської (ЛЕБТ), який має 
виражену протимікробну дію по відношенню 
до Staphylococcus aureus АТСС 25923, Bacillus 
subtilis АТСС 27853, Pseudomonas aeruginosa 
АТСС 27853, Escherichia coli АТСС 49619, Candida 
albicans АТСС 885-653 [9, 10], а також вивчення 
осмотичних властивостей мазей, розроблених 
на різних типах основ, для вибору мазевої осно-
ви, що є найбільш доцільною для застосування 
даного лікарського засобу у лікуванні ранового 
процесу на першій стадії.

Експериментальна частина

Як відомо [1, 14] гідрофобні основи вияв-
ляють низьку (близьку до нульової) осмотич-
ну активність. Враховуючи результати мікро-
біологічного скринінгу [10], було вирішено не 
використовувати такі основи у подальших до-
слідженнях.



4-2011                              ФАРМАКОМ

38

Для вивчення осмотичної активності розро-
бленої мазі, що містить 5% ліпофільного екстра-
кту бруньок тополі китайської, нами були ви-
готовлені дослідні зразки на різних основах. 
Концентрація діючої речовини була обрана на 
підставі попередніх досліджень [10]. Склад мо-
дельних композицій наведено в Табл. 1.

Таблиця 1

Склад модельних композицій

Тип мазевої основи Допоміжні речовини

емульсійна типу о/в

масло вазелінове — 10.0 г
ПЕО-400 — 10.0 г
емульгатор №1 — 8.0 г
вода очищена до 100.0 г

емульсійна типу в/о
вазелін — 60.0 г
емульгатор Т2 — 10.0 г
вода очищена до 100.0 г

гідрофільна ПЕО-400 - ПЕО-1500 (7:3)
гідрофільна ПЕО-400 - ПЕО-1500 (8:2)

В якості препарату порівняння використову-
вали мазь «Левосин» на гідрофільній основі.

Кінетику абсорбції води мазевими основа-
ми визначали в дослідах in vitro методом діалі-
зу крізь напівпроникну мембрану із целофа-
ну (ГОСТ 7730-89), подібного до пористого це-
люлозного матеріалу Cuprophan, Type 150 pm, 
(11 ± 0.5) мкм завтовшки [11], при температу-
рі (37±0.1) °С за зміною маси камери зі зраз-
ком [12, 13]. У процесі діалізу крізь мембрану 
відбувається дифузія води у систему з більш 
високою концентрацією кінетично активних 
одиниць – молекул або іонів [6, 8].

3.0 г (точна наважка) досліджуваної мазі по-
міщають у скляний циліндр, дном якого є на-
півпроникна мембрана. Цей циліндр, у свою 
чергу, розташовують у камері для діалізу із се-
редовищем (вода або буферний розчин) таким 
чином, щоб мембрана була занурена у водне 
середовище на (2-5) мм. Циліндр із розчином і 
мембраною зважують до початку дослідження, 
а потім через певні відтинки часу до досягнен-
ня рівноваги, за якої припиняється поглинання 
води досліджуваним зразком. У ході експери-
менту об’єм середовища у камері підтримують 
на потрібному рівні. Із метою створення умов, 
подібних до живого організму, дослідження 
проводили при температурі (36±1) °С, що під-
тримували за допомогою термостата ТС-80М-2. 
Точність показань температури в термостаті 
±0.5 °С. Зважування проводили з точністю до 
0.01 г. Кількість адсорбованого середовища ви-
ражали у відсотках до вихідної маси наважки 
зразка [6, 7, 8].

Результати досліджень та їх обговорення

Кінетику абсорбції води зразками оцінюва-
ли за результатами маси поглинутої води через 
рівні відтинки часу.

Результати визначення осмотичної актив-
ності мазі на запропонованих основах наведе-
ні на Рисунку та в Табл. 2.
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Кінетика абсорбції води маззю «Левосин» і 

досліджувальними зразками мазей на різних 

типах основ

Таблиця 2

Осмотична активність модельних систем за 8 

годин

Тип основи Сумарна зміна у масі, %

емульсійна типу в/о 39
емульсійна типу о/в 46
гідрофільна 7:3 250
гідрофільна 8:2 265
мазь «Левосин» 240

Примітка.
n=6.

Як видно з Рис. 1, та результатів, наведених 
у Табл. 2, найменшу осмотичну активність ма-
ють зразки, виготовлені на емульсійних типах 
основ. Найбільш виражену осмотичну актив-
ність мають зразки на гідрофільних основах, 
виготовлених на поліетиленоксидах різної мо-
лекулярної маси. Судячи з даних, наведених 
у Табл. 2, осмотична активність, виявлена в 
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емульсійних типах основ, не є достатньою для 
використання при лікуванні ранових запалень 
на першій стадії [1, 4, 14].

Гідрофільна основа зі співвідношенням ПЕО 
1500 та ПЕО 400 7:3 має більш високу осмотичну 
активність, що, у свою чергу, може призвести 
до пересушування рани та пошкодження ото-
чуючих тканин [1, 14].

Загальна маса абсорбованої води зразками, 
виготовленими на поліетилен оксидній основі 
зі співвідношенням ПЕО 8:2 і маззю «Левосин» 
становить 250 % і 240 %, відповідно. Це дозво-
лило зробити висновок, що обраний склад мазі 
забезпечує рівень осмотичної дії, необхідний 
для мазей, що застосовуються у терапії ран у 
першій фазі ранового процесу.

Таким чином, на підставі проведених мікро-
біологічних біофармацевтичних досліджень для 
подальшого вивчення нами обрано гідрофільну 
мазеву основу зі співвідношенням ПЕО-1500 
та ПЕО-400 8:2.

Висновки

Аналізуючи залежність осмотичної актив-
ності мазі від часу, можна зробити висновок, 
що мазь має виражену осмотичну активність 
у перші 6-7 годин, що потім переходить у по-
мірну. Цей час є достатнім для очищення рани 
від ексудату та зняття запалення.

Результати проведених дослідів дають мож-
ливість зробити висновок, що за кінетикою аб-
сорбції води найбільш оптимальною мазевою 
основою є гідрофільна основа зі співвідношен-
ням ПЕО 1500 та ПЕО 400 8:2. Препарат, ство-
рений на такій основі, буде найбільш повно по-
глинати ексудат, очищувати рану від некротич-
них тканин та усувати набряк без надмірного 
ушкодження тканей рани.
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Резюме
Филимонова Н.И., Спиридонов Д.А., Рыбалкин Н.В.

Исследование осмотической активности мази 

противомикробного действия для лечения раневого 

процесса на первой стадии

Приведены результаты экспериментального иссле-
дования осмотической активности мягкой лекарственнй 
формы с липофильным экстрактом почек тополя китай-
ского. Экспериментально установлено, что образцы ма-
зи на эмульсионной основе типа масло/вода (м/в) и вода/
масло (в/м) имеют слабую осмотическую активность, в то 
время как образцы мази на гидрофильной основы имеют 
выраженную осмотическую активность. Результаты ис-
следования позволяют создать мягкую лекарственную 
форму с растительным экстрактом, предназначенную для 
лечения инфекционных осложнений на первой стадии ра-
невого процесса.

Summary
Filimonova N.I., Spiridonov D.A, Ribalkin N.V.

Study of osmotic effect of antimicrobial ointment for the 

treatment of the wound process at the first stage

Data of the experimental study of the osmotic effect of soft 
dosage form with lipophilic extract of Populus simonii Carr. buds 
were given. Experimentally established, that samples on the 
basis of emulsions of oil / water and water / oil types showed 
weak osmotic effect, while samples at the hydrophilic base had 
expressed osmotic activity. Data of the study allowed creating 
a semi-solid dosage form with the plant extract, which would 
be intended for the treatment of infectious complications in 
the first stage of the wound process.
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Стандартизація лікарських засобів

УДК 615.31:547.792].014

Георгієвський Г.В., Мазур І.А.
Державне підприємство «Український науковий фармакопейний центр якості лікарських засобів»
Запорізький державний медичний університет

Будова та критичні показники якості субстанції лізинію
Із застосуванням комплексу фізико-хімічних методів встановлено будову нової лікарської субстанції лізиній та визна-
чено критичні показники її якості. Методом ВЕРХ встановлено, що при утворенні молекули D,L-лізиній-3-метил-1,2,4-
триазоліл-5-тіоацетату між лізином і 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіооцтовою кислотою витримується співвідношення 1:1. 
Розроблено та валідовано методику кількісного визначення лізинію методом потенціометричного титрування у середо-
вищі мурашина кислота безводна - оцтова кислота безводна (1:8).

Колективом авторів під керівництвом про-
фесора Мазура І.А. створено ряд біологічно-
активних сполук - похідних 1,2,4-триазолу, що 
знайшли широке застосування у лікарських 
формах як метаболічні препарати при лікуванні 
таких поширенних захворювань, як патологія 
серцево-судинної системи, захворювання го-
ловного мозку [1, 2].

Відома біологічно активна сполука – мор-
фо ліній-3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат, 
зареєстровааа під назвою «тіотриазолін», що 
знайшла широке застосування переважно у від-
новлювальному періоді захворювань ЦНС, не 
виявляє позитивну дію відносно ендотеліоци-
тів мозкових судин [1, 2]. Тому було поставле-
не завдання створити нову біологічно активну 
сполуку, що не має цього недоліку [3-5].

Такою сполукою став D,L-лізиній-3-метил-
1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат – субстанція під 
умовною назвою «лізиній» (Рис. 1).

Метою даної роботи є встановлення будо-
ви та визначення критичних показників якості 
субстанції лізинію.

Рисунок 1
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Структурна формула лізинію

Будову лізинію встановлено за даними еле-
ментного аналізу. Комплексом фізико-хімічних 
методів встановлюють і контролюють критичні 
показники якості, вихід за межі яких веде до не-
відповідності якості лікарського засобу.

На Рис. 2, 3 наведено УФ-, ІЧ-спектри лі-
зинію. Профіль технологічних домішок - про-

дуктів синтезу — встановлено методом ВЕРХ, 
наявність залишкових кількостей органічних 
розчинників — методом ГХ.

УФ-спектр знято у воді на приладі фірми 
«Shimadzu» (Японія). ІЧ- спектри знято у дис-
ках КВr на приладі «Perkin-Elmer Spectrum One 
FTIR».

Рисунок 2
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Для доведення кількісногого співвідношення 

1:1 лізину та 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіооцтової 
кислоти при утворенні молекули лізинію за-
стосовано метод ВЕРХ. В якості стандартного 
зразка використовували субстанцію 3-метил-
1,2,4-триазоліл-5-тіооцтової кислоти (МТТА) 
із встановленим методом потенціометрично-
го титрування у середовищі оцтової льодяної 
кислоти кількісним вмістом [6]. Наважку стан-
дартного зразка (СЗ) МТТА розчиняли в 1 мл 
30 % розчину аміаку та доводили об’єм суміш-
шю ацетонітрил - вода (1:1) до 50 мл. Одержа-
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ний розчин хроматографували та визначали 
площі піків.

Наважка МТТА 0.0313 г в 
50 мл (вміст 99.58) %

Площа піка
4977312
5007024
5007757
5050877

Середнє 5010743

Наважку лізінію розчиняли у суміші ацето-
нітрил - вода (1:1) і доводили об’єм тією самою 

сумішшю до 50 мл. Одержаний розчин хрома-
тографували у таких умовах (Рис. 4, 5):

— колонка Resolv C18, розміром (300 × 4,6) мм, 
заповнена сорбентом із розміром частинок 
5 мкм або аналогічна, для якої виконуються 
вимоги випробування «Перевірка придатності 
хроматографічної системи»;

— рухома фаза: ацетонітрил – буферний роз-
чин (20:980), дегазована будь-яким зручним 
способом;

Рисунок 3
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ІЧ-спектр лізинію у дисках KBr

Таблиця 1
Результати, одержані при визначенні співвідношення лізину та МТТА у субстанції лізинію

Наважка 

субстанції 

лізинію

Площа піка
Вміст МТТА у 

субстанції (г)

Число моль 

МТТА 

у субстанції

Число моль 

лізину 

у субстанції 

Вміст лізину 

у субстанції (г)

Сумарно 

МТТА 

та лізину

0,0393 г
в 50 мл;

вода = 0.08 %

3303210 0.0205 0.000119 0.000119 0.01733 0.03786

3323882 0.0207 0.000119 0.000119 0.01743 0.03809

3339000 0.0208 0.000120 0.000120 0.01751 0.03827

3336824 0.0207 0.000120 0.000120 0.01750 0.03824

3348566 0.0208 0.000120 0.000120 0.01756 0.03838

 середнє 0.0207   0.01747 0.03817

   
% МТТА у 
субстанції

52.7   
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швидкість рухомої фази: 1.0 мл/хв;
температура колонки: 30 °С;
детектування за довжини хвилі 254 нм.
Придатність хроматографічної системи:

— ефективність хроматографічної системи, роз-
рахована за піком 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-
тіооцтової кислоти, має становити не менше 
2000 теоретичних тарілок;

— відносне стандартне відхилення, розрахо-
ване для площ піків 3-метил-1,2,4-триазоліл-
5-тіооцтової кислоти, має бути: 0.51 % для 2 
паралельних визначень, 1.34 % для 3 пара-
лельних визначень, 1.92 % для 4 паралельних 
визначень;

— коефіцієнт симетрії піка 3-метил-1,2,4-
триазоліл-5-тіооцтової кислоти має стано-
вити не більше 1.7 (згідно з вимогами ДФУ 
2.2.46).

Рисунок 4

Хроматограма розчину МТТА

Рисунок 5

Хроматограма розчину субстанції

Як було зазначено вище, у субстанції лізи-
нію кількість лізину у молярному співвідно-
шенні має відповідати кількості МТТА. У табл. 1 
наведено дані та розрахунки, які свідчать, що 
співвідношення лізину та МТТА у субстанції 
лізинію становить 1:1.

Таким чином, проведені дослідженя пока-
зали, що для кількісного визначення основної 
діючої речовини субстанції лізинію доцільно 
використовувати метод титрування у неводних 

розчинниках, що базується на даних кислотно-
лужних властивостей похідних 1,2,4 -триазолу, 
одержаних нами раніше [6-8].

Методика кількісного визначення лізинію

0.080 г субстанції розчиняють у 5 мл мура-
шиної кислоти безводної, додають 40 мл оцто-
вої кислоти безводної та титрують 0.1 М розчи-
ном кислоти хлорної потенціометрично (ДФУ, 
2.2.20), використовуючи систему скляного та 
хлорсрібного електродів (Рис. 6).

Рисунок 6
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1 мл 0.1 М розчину хлорної кислоти відпо-
відає 10.65 мг C11H21N5O4S, вміст якого має ста-
новити (98.5-101.0) %.

Валідація методики

Валідацію методики кількісного визначення 
за характеристиками лінійність, правильність 
і прецизійність проведено відповідно до вимог 
ДФУ, а також згідно із науковими рекоменда-
ціями [9, 10]. Усі розрахунки проведено у «нор-
малізованих» координатах.

Наведені вище характеристики вивчено для 
9 наважок препарату в області ±20 % від номі-
нального вмісту.

Для оцінки правильності та прецизійності 
використовували всі результати, одержані при 
визначенні лінійності.

Повна невизначеність аналізу, у відсотках, 
виражається як однобічний довірчий інтервал 
для імовірності 95 %.

Вимоги до максимально припустимої неви-
значеності кількісного визначення лізінію:

ΔAss ≤ B = 1.0 %,
де:
B — верхня межа вмісту, у відсотках.

Вимоги до прогнозованої невизначеності 
пробопідготовки

Рекомендується, щоб невизначеність пробо-
підготовки (ΔSp) була незначущою у порівнянні 
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з максимально припустимою невизначеністю 
результатів аналізу [11]:

ΔSp ≤ ΔAss × 0.32 = 1.0 × 0.32 = 0.32 %.

Якщо дані вимоги не витримуються, про-
водять прогноз повної невизначеності аналізу. 
Прогнозована невизначеність не має переви-
щувати максимально припустиму невизначе-
ність аналізу.

Лінійність, правильність і прецизійність

Титрували 9 наважок у діапазоні ± 20 % від 
номінального вмісту. Наважку субстанції роз-
чиняють у 5 мл мурашиної кислоти безводної, 
додають 40 мл оцтової кислоти безводної та 
титрують потенціометрично 0.1 М розчином 
хлорної кислоти в оцтовій кислоті безводній 
із використанням автоматичного титратора 
702 SM Titrino, виробництва фірми «Metrohm», 
Швейцарія (об’єм бюретки 10 мл). Перед кіль-
кісним визначенням проводять встановлення 
титру 0.1 М розчину хлорної кислоти в оцто-
вій кислоті безводній. Для цього наважку калію 
гідрофталату розчиняють у суміші 5 мл мура-
шиної кислоти безводної та 40 мл оцтової кис-
лоти безводної та титрують потенціометрично 
0.1 М розчином хлорної кислоти в оцтовій кис-
лоті безводній.

Усі подальші розрахунки проводили у нор-
малізованій системі координат: вміст виража-
ється у відсотках від номінального вмісту (но-
мінальна концентрація - Сtheor); об’єм, витраче-
ний на титрування для кожної з наважок пре-
парату (Vi), виражається у відсотках від об’єму, 
що має бути витраченим на титрування теоре-
тично (Vtheor).

Методика має належну лінійність, правиль-
ність і прецизійність, якщо витримуються ви-
моги до критеріїв лінійності, правильності та 
прецизійності.

Лінійність

Вимоги до вільного члена а:

1. Критерій статистичної незначущості

Вільний член а має статистично незначуще 
відрізнятися від нуля, тобто не має перевищу-
вати свій довірчий інтервал:

(95%,n 2) 1.895 .A A Aa = t SD = SD≤ Δ − × ×

2. Критерій практичної незначущості

Якщо перший критерій не виконується, ви-
користовують критерій практичної незначу-
щості для вільного члена:

0.32 (%) 1.6.
1 (80 /100)

Asa =× Δ
≤

−

Довірчий інтервал точок навколо прямої 
дорівнює добутку коефіцієнта Стьюдента на 
залишкове стандартне відхилення (RSDrest) і не 
має перевищувати гранично допустимої неви-
значеності методики аналізу ΔAs (число ступенів 
свободи точок прямої дорівнює f=9-2=7):

1.0/ 0.53.
(95%,7) 1.895

As
restRSD b = =

t
Δ

≤

Концентрації, що досліджуються – 80 %, 85 %, 
90 %, 95 %, 100 % 105 %, 110 %, 115 %, 120 % - ха-
рактеризуються стандартним відхиленням RSDY 

=13.69 %, що розраховують за формулою:

2

2

( )
100%,

( 1)
i ср

y
ср

C C
RSD =

C g
−

×
⋅ −

∑

де:
Сi — концентрація i-ого розчину, у відсотках;
Сср — середня концентрація розчинів, у відсот-

ках;
g — обсяг вибірки (число точок прямої).

Для коефіцієнта кореляції мають виконува-
тися такі вимоги:

2 20.531 1 0.99926.
13.69

rest

Y

RSDr = =
RSD

⎛ ⎞ ⎛ ⎞≥ − − ⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎝ ⎠⎝ ⎠

Прецизійність

Прецизійність методики оцінювали, вико-
ристовуючи результати, одержані при вивчен-
ні лінійності.

Розраховували відношення введено/зна-
йдено:

( / ) 100 / ( / ).i i theor i theord = C C V V×

Однобічний довірчий інтервал Δd не має пе-
ревищувати максимально припустиму невизна-
ченість аналізу:

d (%) 1.859 1.0,C,r= SΔ × ≤

29

C,r
1

( )(%) ,
8

i=
i

i=

d dS = −∑
де:
Sr — стандартне відхилення, у відсотках, 

розраховане для відношень введено/
знайдено для 9 титрувань;

1.859 — однобічний критерій Стьюдента для 
імовірності 95 % і числа ступенів сво-
боди 8 .

Правильність

Правильність методики оцінювали, вико-
ристовуючи результати, одержані при вивчен-
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ні лінійності, та характеризували за двома кри-
теріями:

1. Критерій статистичної незначущості:

| 100| .
39

d dd =Δ Δ
− ≤

2. Критерій практичної незначущості
Якщо дане вище співвідношення не вико-

нується, використовували критерій незначу-
щості цієї систематичної похибки у порівнян-
ні з максимально припустимою невизначені-
стю аналізу:

| 100| 0.32 1.0 0.32.d =− ≤ ⋅

Результати валідації

Розрахунок прогнозованої невизначеності 
пробопідготовки:

Операція пробопідготовки Невизначеність, %
Наважка 0.080 г 0.25 %

21.0 0.25 0.25.Sp = =Δ ≤

Таким чином, невизначеність пробопідго-
товки (ΔSp) кількісного визначення незначуща у 
порівнянні з максимально припустимою неви-

значеністю аналізу, тому її не враховують при 
оцінці невизначеності результатів аналізу. 

Повна невизначеність аналізу

Повну невизначеність аналізу (Δ) обчислю-
ють за формулою:

4

2 2 .FAO TitrHClO AssayΔ = Δ + Δ

Встановлення титру 0.1 М розчину хлорної 
кислоти за калієм гідрофталатом:

m(нав), г V0.1М НС1О4, мл С, моль/л К
0.1042 5.090 0.10023

1.0022
0.1002 4.902 0.10009

0.0983 4.797 0.10034
0.1041 5.090 0.10023

Примітка.
Титр установлюють безпосередньо перед 
використанням.

Кількісне визначення лізинію:
m(нав), мг V0.1 М НС1О4, мл %

72.1 6.730 99.6
76.7 7.155 99.6
79.9 7.436 99.3
84.2 7.838 99.4
86.6 8.076 99.5

середнє 99.5

Рисунок 7

Графік лінійної залежності Yi = b × Xi + a

Параметр Значення Вимоги 1 Вимоги 2 Оцінка результатів

b 1.00088
Sb 0.00443

a –0.08737 |a| ≤ 0.843 |a| ≤ 1.6 
відповідає критерію практичної незначущості та 

критерію статистичної незначущості
Sa 0.445

RSD0 0.1686
RSD0/b 0.1685 ≤ 0.53 відповідає

r  0.99993 ≥ 0.99236 відповідає
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Невизначеність встановлення титру 0,1 М 

розчину НСlО4, у відсотках, обчислюють за 
формулою:

4

95%, f ;Titr, HClO
RSD t( )=

n
×

Δ
  

f=n–1,

де:
RSD — відносне стандартне відхилення титру-

вання при визначенні титру 0,1 М роз-
чину НСlО4, у відсотках;

n — число паралельних визначень;
t — однобічний критерій Стьюдента для 

імовірності 95 % і числа ступенів сво-
боди f.

Невизначеність титрування субстанції, у від-
сотках, обчислюють за формулою:

(95%, ) ;Assay
RSD t f

n
×

Δ =
  

f=n–1,

де:
RSD — відносне стандартне відхилення титру-

вання, у відсотках;
n — число паралельних визначень;
t — однобічний критерій Стьюдента для 

імовірності 95% і числа ступенів сво-
боди f.

Встановлення титру 0.1 М розчину НСlО4:

RSD, % ΔTitr, %
0.1022 0.1492

Титрування субстанції:

RSD, % ΔAssay %
0.1065 0.1015

Повна невизначеність аналізу:
Δ,% Вимоги

0.1804 1.0

Таким чином, повна невизначеність кількіс-
ного визначення (ΔFAO) незначуща у порівнянні з 
максимально припустимою невизначеністю.

Результати перевірки лінійності

Титрування субстанції: (Табл. 2).
Методом найменших квадратів розрахува-

ли лінійну залежність (Рис. 7):

Yi= b×Xi + a,
де:
Xi — концентрація препарату, у відсотках від 

номінальної,
Yi — об’єм титранту, у відсотках від теоретич-

ного.
Таким чином, представлені розрахунки кри-

теріїв лінійності та розраховані параметри лі-
нійної залежності відповідають вимогам до кри-
теріїв лінійності.

Результати перевірки правильності та пре-
цизійності (Табл. 3).

Таким чином, розраховані параметри від-
повідають вимогам до критеріїв правильності 
та прецизійності.

Таблиця 2

наважка, мг знайдено, мг введено, мг введено (%) знайдено/введено, % V, мл V×100%/V(theor.)

64.5 64.2 64.2 80.2 100.04 6.019 80.3
68.4 68.2 68.1 85.1 100.21 6.388 85.2
72.1 71.8 71.7 89.7 100.08 6.730 89.7
76.7 76.4 76.3 95.4 100.11 7.155 95.4
79.9 79.4 79.5 99.4 99.87 7.436 99.1

84.2 83.7 83.8 104.7 99.91 7.838 104.5
86.6 86.2 86.2 107.7 100.04 8.076 107.7
92.6 92.3 92.1 115.2 100.18 8.651 115.3
96.4 96.2 95.9 119.9 100.29 9.009 120.1

Таблиця 3

Прецизійність
Параметр Значення Вимоги 

Оцінка 

результатів

Δd 0.25 ≤ 1,0 відповідає

 Правильність

Параметр Значення

Критерій 

статистичної 

незначущості

Критерій 

практичної 

незначущості

Оцінка 

результатів

|d cp – 100| 0.081 <0.085 ≤0,32

відповідає 
першому 

та другому 
критеріям
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Отже, проведена валідація підтвердила ліній-
ність, правильність і прецизійність методики.

Визначення залишкових кількостей орга-
нічних розчинників (етанолу) у субстанції лі-
зиній

Усі стадії синтезу, включаючи перекриста-
лізацію лізинію, проходять в етанолі або в його 
суміші з водою.

Відповідно до Настанови із регламентації 
залишкових кількостей органічних розчинни-
ків (CHM/ICH/293/95 – Guidelines for residual 
solvents) етанол належить до розчинників кла-
су 3 – малотоксичні розчинники. Клас 3 роз-
чинників має значення дозволеної добової дії 
(PDE) 50 мг/доба та більше, тобто критична межа 
концентрації етанолу у субстанції ≥ 0.5 % та не 
потребує обгрунтування.

Визначення залишкових кількостей етанолу 
в субстанції лізинію проведено методом ГХ із 
використанням насадної колонки, заповненої 
полімерним сорбентом Порапак Q. Із метою 
максимального зменшення наважки субстанції 
застосовано метод безпосереднього введення у 
колонку водного розчину субстанції. Для змен-
шення похибки визначення через зміну об'ємів 
розчинів, що вводяться у хроматограф, засто-
совано метод «внутрішнього стандарту». Як 
внутрішній стандарт використано пропанол-1, 
пік якого на хроматограмах елююється за піком 
визначуваної речовини.

Типові хроматограми розчину порівняння 
етанолу та випробовуваного розчину представ-
лено на Рис. 8, 9.

Методика визначення

Приготування випробовуваного розчину. 
Близько 50 мг субстанції поміщають у посуди-

ну від автоматичного інжектора (віала) міст-
кістю 1.5 мл, додають 1.0 мл розчину внутріш-
нього стандарту та перемішують до повного 
розчинення.

Рисунок 9

Хроматограма випробовуваного розчину

Приготування розчину порівняння. 80 мл во-
ди Р поміщають у мірну колбу місткістю 100 мл, 
додають близько 500 мг (630 мкл) етанолу Р, до-
водять об'єм розчину водою Р до позначки та 
перемішують.

У посудину від автоматичного інжектора (ві-
ала) місткістю 1.5 мл, поміщають 1.0 мл розчину 
внутрішнього стандарту, додають мікрошприцом 
50 мкл розчину порівняння та перемішують.

Приготування розчину внутрішнього стан-
дарту. 80 мл води Р поміщають у мірну колбу 
місткістю 100 мл, додають близько 25 мг (32 мкл) 
пропанолу-1, доводять об'єм розчину водою Р 
до позначки та перемішують.

По 1 мкл випробовуваного розчину та роз-
чину порівняння хроматографують на газово-
му хроматографі GC-2014 (фірма «Shimadzu», 
Японія) із полуменево-іонізаційним детекто-
ром за таких умов:
— колонка скляна, розміром 160 см × 0.32 см, 

заповнена сорбентом Порапак Q із розмі-
ром частинок (60–80) меш або аналогічна;

— температура колонки — 175 °С;
— температура блока вводу проб — 190 °С;
— температура детектора — 220 °С;
— швидкість газу-носія — 35 мл/хв.

Вміст етанолу в субстанції, у відсотках, об-
числюють за формулою:

1 1

0 0

0.05 100 0.05 ,
100

o oB m B m
B m B m

× × × × ×
=

× × ×

Рисунок 8

Хроматограма розчину порівняння етанолу
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де:
В1 — середнє значення відношень площ піків 

етанолу до площ піків внутрішнього стан-
дарту, розраховане із хроматограм ви-
пробовуваного розчину;

В0 — середнє значення відношень площ піків 
етанолу до площ піків внутрішнього стан-
дарту, розраховане із хроматограм роз-
чину порівняння;

m0 — маса наважки етанолу, у міліграмах;
m — маса наважки субстанції, у міліграмах.

Вміст етанолу у субстанції (Табл. 4) ста-
новить 0.042053, що не перевищує критичну 
межу 0.5 %.

Результати аналізу вважаються вірогідними, 
якщо виконуються такі умови:
— ефективність хроматографічної системи, 

розрахована за піком етанолу на хромато-
грамах розчину порівняння етанолу, має 
бути не менше 500 теоретичних тарілок (у 
нашому випадку – 533, 547, 554);

— відносне стандартне відхилення величин 
відношення площ піків етанолу до площ пі-
ків внутрішнього стандарту, розраховане із 
хроматограм розчину порівняння, становить 
0.756304, що відповідає вимогам [11];

— коефіцієнт розділення піків етанолу та вну-
трішнього стандарту, розрахований із хро-
матограм розчину порівняння етанолу, ста-
новить 3,216, 3,420 та 3,433, що є не мен-
ше 2.5.

Висновки

Із застосуванням комплексу фізико-хімічних 
методів (УФ-, ІЧ-спектрофотометрія та ВЕРХ) 
встановлено будову нової лікарської субстан-
ції лізинію та визначено критичні показники 
її якості.

Методом ВЕРХ встановлено, що при утво-
ренні молекули D,L-лізиній-3-метил-1,2,4-
триазоліл-5-тіоацетату між лізином та 3-метил-
1,2,4-триазоліл-5-тіооцтовою кислотою витри-
мується співвідношення 1:1.

Розроблено та валідовано методику кіль-
кісного визначення лізинію методом потенці-
ометричного титрування у середовищі мура-
шина кислота безводна - оцтова кислота без-
водна (1:8).
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Резюме
Георгиевский Г.В., Мазур И.А.

Строение и критические показатели качества 

субстанции лизиния

С использованием комплекса физико-химических 
методов установлено строение новой лекарственной суб-
станции лизиния и определены критические показатели 
ее качества. Методом ВЕЖХ установлено, что при обра-

зовании молекулы D,L-лизиний-3-метил-1,2,4-триазолил-
5-тиоацетата между лизином и 3-метил-1,2,4-триазолил-
5-тиоуксусной кислотой выдерживается соотношение 
1:1. Разработана и валидована методика количественного 
определения лизиния методом потенциометрического ти-
трования в среде муравьиная кислота безводная - уксусная 
кислота безводная (1:8).

Summary
Georgiyevskiy G.V., Mazur I.A.

Structure and critical quality indices of lisinium

By complex physical and chemical methods the structure 
of the new substance lysinium was established and critical 
quality indices were determined. By HPLC was determined 
that during the synthesis of D,L-lisinium-3-methyl-1,2,4-try-
azolil-5-tioacetate between lysine and 3-methyl-1,2,4-tryazo-
lil-5-tioacetic acid the ratio 1:1 was kept. The method of assay 
of lisinium by potentiometric titration in a medium of formic 
acid anhydrous and acetic acid anhydrous (1:8) was developed 
and validated.
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Разработка методологии выбора метода анализа для идентификации 
пищевых красителей 
Изучена возможность идентификации некоторых пищевых красителей методами УФ-спектрофотометрии, ТСХ, 
ВЭЖХ и специфическими качественными реакциями. Показана перспективность дифференциального подхода 
к выбору метода в зависимости от качественного и количественного состава смеси красителей при разработке 
методик контроля качества. Предложен алгоритм выбора методов анализа для идентификации красителей различной 
природы.

Пищевые красители (ПК) — группа природ-
ных или синтетических красителей, пригодных 
для окрашивания пищевых продуктов [1], а в 
последнее время и лекарственных средств (ЛС) 
и/или оболочек ЛС. Однако, если ПК добавля-
ются к пищевым продуктам для восстановле-
ния природной окраски, повышения ее интен-
сивности и окрашивания бесцветных продук-
тов (напитков, мороженого и др.), а также для 
придания продуктам привлекательного вида и 
цветового разнообразия, то для ЛС приемлемо 
только последнее. Одним из основных требова-
ний к пищевым красителям, применяемым как 
в пищевой промышленности, так и фармацевти-

ческой, является безвредность в применяемых 
дозах, в том числе отсутствие канцерогенности, 
мутагенности, ярко выраженной биологической 
активности. Каждому из красителей присваи-
вается идентификационный номер в ЕС, име-
ющий вид Е 1_ _, который подтверждает, что 
красители соответствуют критериям, указан-
ным в спецификациях JECFA (объединенный 
экспертный комитет WHO/FAO по пищевым 
добавкам). На сегодняшний день в Украине 
разрешено к применению в ЛС 45 красителей 
(Е 100-175), по международным стандартам яв-
ляющихся безопасными [2].
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Согласно [3] «cледует предоставить описа-

ние готового лекарственного средства и его со-
став. Информация должна включать описание 
лекарственной формы и состава, включающего 
все компоненты готового лекарственного сред-
ства, их количество, выраженное на единицу 
дозы, действие компонентов:
— действующего(-их) вещества(-в) ;
— вспомогательного(-ых) вещества(-в) неза-

висимо от его(их) происхождения или ис-
пользуемого количества, включая красители, 
консерванты, адъюванты, стабилизаторы, 
сгустители, эмульгаторы, вкусовые и аро-
матические вещества и т.д.; 

— составных веществ оболочек лекарственных 
средств, предназначенных для внутреннего 
применения или какого-либо другого пути 
введения пациенту (твердые капсулы, мяг-
кие капсулы, капсулы для ректального вве-
дения, таблетки, покрытые оболочкой, та-
блетки, покрытые пленкой, и т.д.)».
Кроме того, по каждому вспомогательному 

веществу должны быть подробно предоставле-
ны спецификации и их обоснование. Необхо-
димо описать и должным образом валидировать 
аналитические методики [3].

В Украине действует приказ, согласно ко-
торому в регистрационных материалах на ле-
карственное средство должны присутствовать 
сведения о качественных и количественных 
характеристиках всех составных веществ ле-
карственного препарата [4]. В частности, в 
Приложении 4 к пункту 6.1 Порядка проведе-
ния экспертизы материалов на лекарственные 
средства, которые подаются на государствен-
ную регистрацию (перерегистрацию), а также 
экспертизы материалов о внесении изменений 
в регистрационные материалы на протяжении 
действия регистрационного свидетельства, в 
пункте Е «Методы контроля готового лекар-
ственного средства (контрольные испытания 
готовой продукции)», указано, что вспомога-
тельные вещества настолько, насколько это 
необходимо, подвергаются тестам на тожде-
ственность. Предлагаемые методики опреде-
ления тождественности красителей должны 
дать возможность установить их соответствие 
перечню красителей, приведенному в приложе-
нии к Директиве Совета 78/25/ЕЕС [4].

За рубежом для разделения и идентифика-
ции пищевых красителей применяются элек-
трохимические методы анализа (электрофорез, 
полярография), хроматографические методы 
(ВЭЖХ, ТСХ), а также методы, основанные на 
фик са ции электромагнитного и корпуску ляр ного 
излу чения [5, 6, 7, 8]. Методик идентификации 

красителей методом УФ-спектрофотометрии 
в доступной нам литературе найдено не было, 
хотя в литературных данных имеются сведе-
ния о максимумах поглощения органических 
пищевых красителей [8, 9, 10, 11, 12], а также, 
в литературе описано использование метода 
УФ-спектрофотометрии для определения чи-
стоты красителя как индивидуального веще-
ства (субстанции) [9, 10, 11, 12]. Наиболее ши-
роко используются методы ВЭЖХ и ТСХ. К 
сожалению, на сегодняшний день, в Украине 
не существует утвержденных методик иден-
тификации пищевых красителей в ГЛС и обо-
лочках лекарственных средств.

Исходя из всего вышесказанного, в Украи-
не актуальной становится задача по разработке 
методик для идентификации пищевых краси-
телей в лекарственных средствах и оболочках 
лекарственных средств. 

Целью данной работы является обоснование 
критериев выбора методов идентификации пи-
щевых красителей, имеющих различную при-
роду, при их совместном присутствии в ана-
лизируемом объекте, и с учетом соотношения 
концентраций красителей. 

Материалы и методы

В качестве объектов исследования были ис-
пользованы следующие, наиболее часто встре-
чающиеся в фармацевтической промышленно-
сти, пищевые красители: 

Хинолиновый жёлтый (Quinoline Yellow, 
Acid Yellow 3, E104), 

Жёлтый «Солнечный закат» FCF (Оранжево-
жёлтый S, Sunset Yellow FCF, Orange Yellow S, 
E110), 

Азорубин (Кармуазин, Azorubine, Carmoisine, 
E122), 

Понсо 4R (Пунцовый 4R, кошенилевый крас-
ный А, Ponceau 4R, Cochineal Red A, E124), 

Эритрозин (Erythrosine, E127), 
Красный очаровательный AC (Allura Red AC, 

Allura Red, Food Red 17, FD&C Red 40, E129), 
Индиготин (Индигокармин, Indigotine, Indigo 

carmine, E132), 
Синий блестящий FCF (Brilliant Blue FCF, 

FD&C Blue No.1, D&C Blue No.4, Acid Blue 9, Alzen 
Food Blue No.1, Atracid Blue FG, Erioglaucine, 
Eriosky blue, Patent Blue AR, Xylene Blue VSG, 
бриллиантовый голубой FCF, бриллиантовый 
синий, E133), 

Сахарный колер IV, полученный по «ам миач-
но-сульфитной» технологии (Sulphite Ammonia 
Caramel, E150d), 

Диоксид титана (Titanium dioxide, двуокись 
титана, титановые белила, E171), 
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Таблица 1

Исследованные пищевые красители

Наименование красителя Структурная формула
Молекулярная 

масса
Содержание*

Желтый хинолиновый 
Е104

N

O

O

S

O

O

ONa

n
n=1 or 2

273.29
≥98 %
Sigma

Желтый «Солнечный 
закат» Е110 N

S

S

O

O

NaO

N

HO

O

O

ONa

452.37
90%

Aldrich

Кармуазин Е122

N
N

S
ONa

OO

OH

S

O

O

ONa

502.43
≥98.0% (HPLC)

Aldrich

Понсо 4R E124

S

OH

N
N

NaO

O

O

S

ONa

O O
S ONa

O

O 604.47
≥99.0% (HPLC)

Fluka

Эритрозин E127

O

O

O

I

HO

I I

OH

I
835.89

≥90%
Sigma-Aldrich

Красный 
«Очаровательный» E129

OCH3

N

H3C

S

O

O

NaO N

HO

S
O

O
ONa

496.42
≥98.0% (HPLC)

Fluka

Индигокармин Е132
N
H

H
NS

O

O
S ONa

O

O

O

O

NaO

466.35
≥98.0% (HPLC)

Fluka
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Оксиды железа(II) (Iron oxides, E172),
Оксиды железа(III) (Iron oxides, E172),
Оксиды железа(II, III) (Iron oxides, E172).
Более подробные данные по исследованным 

красителям представлены в Табл. 1.
Оборудование, посуда и реактивы соответ-

ствовали требованиям ГФУ [13]:
— весы Sartorius MC 210S № 50710475,
— пектрофотометр UV-VIS HP 8453 № DE 

60400817,
— хроматограф жидкостный «Waters 2690 

Alliance» № WATО 270800 с диодноматрич-
ным детектором; программное обеспечение 
Millenium®, версия 3.15,

— колонка Waters SymmetryShield RP18, 
250×4.6 mm, 5 μm, cat. No 186000113, Lot 
No. Т41111,

— ТСХ-пластины со слоем силикагеля Р [13, 
14] (с размером частиц от 5мкм до 40 мкм):

— ТСХ пластины Sorbfil ПТСХ-АФ-А-УФ,
— ТСХ пластины ALUGRAM SIL G/UV254,
— ТСХ пластины MERCK Silica gel 60 F254,
— мерная посуда класса А,
— этанол (96 %) Р,
— вода Р,
— аммиака раствор концентрированный Р, 
— пропанол Р, 

— этилацетат Р,
— уксусная кислота безводная P
— 2-бутанол P1.

Краткий обзор методов анализа красителей

Согласно литературным данным концен-
трация красителей в лекарственных средствах 
(ЛС) и/или оболочках ЛС колеблется в преде-
лах от 0.003 % до 2 %, в зависимости от типа 
красителя, индекса показателя цвета и других 
факторов [2].

Анализ литературных данных по использо-
ванию красителей в фармацевтической про-
мышленности, показал, что их можно поде-
лить на две группы – органические красите-
ли, обладающие сложной структурой, и неор-
ганические, представляющие собой простые 
вещества (в основном, оксиды). При иденти-
фикации неорганических красителей (напри-
мер, железа(II) оксид, железа(III) оксид, титана 
диоксид), ввиду их специфичного элементно-
го состава в исследуемом образце, можно ис-
пользовать селективные реакции на эти соеди-
нения либо их ионы. Органические красители, 
в свою очередь, можно разделить на красите-
ли – индивидуальные вещества и красители 
с неспецифическим компонентным составом, 

Наименование красителя Структурная формула
Молекулярная 

масса
Содержание*

Синий блестящий FCF 
E133

N

H3C
S
O

O O

S
O

O O

NH3C

S
O

OO Na+

Na+

792.85
≥90%

Sigma-Aldrich

Сахарный колер IV 
E150d

Представляет собой краситель с 
неспецифическим компонентным 

составом
 — Nigay S.A.

Диоксид титана E171 TiO2 79.87
≥99%
Sial

Оксиды железа (II) E172 FeO 71.84
≥98%

Aldrich

Оксиды железа (III) E172 Fe2O3 159.69
≥98%
Fluka

Оксиды железа (II, III) 
E172

FeO·Fe2O3 231.53
≥98%

Aldrich

Примечание.
* — согласно сертификатам производителей.

Таблица 1 (продолжение)
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например краситель карамель Е150, который 
получают методом термической деструкции 
сахаров. Для идентификации органических 
красителей с индивидуальными веществами, 
структура и элементный состав которых мо-
гут быть близки к, например, действующим 
веществам лекарственного средства, целесо-
образно использовать методы ВЭЖХ, ТСХ и 
УФ-спектрофотометрии. Для идентификации 
органических красителей с неспецифическим 
компонентным составом могут использовать-
ся все вышеперечисленные методы, а также 
идентификации по специфическим реакциям, 
основанные на специфических свойствах ком-
понентов таких красителей.

Идентификация по селективным реакци-
ям. Если в составе красителя находится более 
не встречающийся в остальных составляющих 
элемент либо ион, методом идентификации дан-
ного красителя может быть метод определения 
данного элемента в ЛС/оболочке ЛС реакцией 
с реагентом, который селективно показывает 
присутствие данного элемента/иона.

Метод УФ-спектрофотометрии. Органи-
ческие красители, применяемые в лекарствен-
ных средствах и их оболочках, хорошо раство-
римы как в воде, так и в этиловом спирте. По-
лученные растворы красителей представля-
ют собой прозрачные окрашенные жидкости, 
следовательно, могут быть идентифицированы 
методом УФ-спектрофотометрии. Потенци-
ально, селективность и чувствительность ме-
тода могут быть оптимизированы за счет соз-
дания необходимого значения pH растворов, 
а также других приемов, используемых в УФ-
спектрофотометрии.

Метод ТСХ. В настоящее время широко 
используемым методом идентификации орга-
нических соединений, к которым также отно-
сятся и красители, является ТСХ. Так как дан-
ный метод не требует больших затрат, а в слу-
чае с красителями – и проявляющих агентов, 
использование его является актуальным. Для 
разделения и идентификации пищевых кра-
сителей органического происхождения нами 
была использована методика для разделения 
красителей, применяемых в пищевой промыш-
ленности России [8].

Метод ВЭЖХ. В случае недостаточной чув-
ствительности метода ТСХ (малые концентрации 
органических красителей в исследуемом объ-
екте) и недостаточного разделения (наложения 
спектров в случае метода СФ, недостаточное 
разделение пятен методом ТСХ) смеси краси-
телей, может быть использован метод ВЭЖХ, 
ввиду того, что он сохраняет как и чувствитель-

ность УФ-спектрофотометрии, так и селектив-
ность хроматографических методов.

Идентификация по неспецифическим ком-
понентам органического красителя. Такие 
методы, также называемые групповыми иден-
тифицирующими реакциями, могут быть ис-
пользованы для идентификации органических 
красителей с неспецифическим компонентным 
составом, в случае, если в ЛС/оболочке ЛС не 
встречается других компонентов, дающих по-
ложительный отклик.

Преимуществом ВЭЖХ является одновре-
менно высокая чувствительность и селектив-
ность, однако ее недостатками являются: ис-
пользование сложного и дорогого оборудова-
ния; более длительное время проведения ана-
лиза; большой, по сравнению с ТСХ, расход 
растворителей и более жесткие требования 
к их чистоте. Преимуществами методов ТСХ 
и УФ-спектрофотометрии являются простота 
аппаратурного оформления методик, экспресс-
ность выполнения, более экономный расход 
растворителей. 

На практике часто встречаются случаи, ког-
да в исследуемых объектах одновременно при-
сутствуют несколько красителей, в том числе 
и разных типов, поэтому специфичность ме-
тодики по отношению к набору красителей, 
является чрезвычайно важным практическим 
вопросом.

Потенциально для органических красите-
лей – индивидуальных веществ, растворимых в 
спирте этиловом, чувствительность может быть 
повышена концентрированием пробы упарива-
нием (требует индивидуального подбора усло-
вий пробоподготовки). Для ВЭЖХ снижение 
предела обнаружения в обращенно-фазовом 
режиме может быть обеспечено увеличением 
объема пробы, особенно для водорастворимых 
красителей. Например, если «стандартный» объ-
ем пробы составляет (10-20) мкл., то для «стан-
дартного» шприца автосамплера объем пробы 
может быть увеличен до 100 мкл (увеличение 
чувствительности в (5-10) раз).

Для органических красителей с неспецифи-
ческим составом проблемы с чувствительностью 
не возникает, так как необходимая концентра-
ция красителя обычно легко достигается подбо-
ром соответствующей пробоподготовки.

Для неорганических красителей проблема 
с чувствительностью также обычно не возни-
кает. Для титана диоксида проводится предва-
рительное сжигание пробы, и концентрация 
титана диоксида подбирается объемом сжигае-
мой пробы. При этом присутствие железа окси-
дов не мешает определению титана диоксида. 
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Железа оксиды обычно отделяются фильтро-
ванием, т.е. также имеется возможность кон-
центрирования до необходимой степени, при 
этом присутствие титана диоксида не мешает 
определению оксидов железа.

Результаты исследований и их обсуждение 

1. Метод УФ-спектрофотометрии. В результа-
те эксперимента были получены данные, пред-
ставленные в Табл. 2. На Рис. 1-8 приведены 
УФ-спектры растворов органических пищевых 
красителей. Концентрация растворов красите-
лей — 0.02 мг/мл.

Различия в максимумах спектров получен-
ных экспериментальных  данных и литератур-
ных данных может быть связано с тем, что в ли-
тературных данных не указан растворитель, в 
котором проводили измерения.

Для красителя Е122 в литературных данных 
приведен только максимум в ультрафиолетовом 
диапазоне. С нашей точки зрения для иденти-
фикации красителей более информативными 
являются максимумы поглощения в видимом 
диапазоне. В связи с этим в Табл. 2 приведены 
длинноволновые максимумы, полученные на-
ми экспериментально.

На основании приведенных выше данных, 
можно сказать, что для данных красителей ме-
тодика обладает удовлетворительной селектив-
ностью. УФ-спектры испытуемых растворов 
органических пищевых красителей обладают 
достаточной индивидуальностью, что может 
быть использовано для их идентификации. Од-
нако, исходя из полученных результатов, ввиду 
близости максимумов поглощения и пологости 
спектров поглощения, могут возникать слож-
ности с совместным определением следующих 
пар красителей: индигокармин Е132 – синий 
блестящий FCF E133; понсо 4R E124 – красный 
«очаровательный» E129. В случае совместного 

определения таких пар красителей более целе-
сообразно использовать другие методы иден-
тификации.

2. Метод ТСХ. В методике, которая применя-
ется для разделения красителей, применяемых 
в пищевой промышленности России [8], пред-
ложены два состава подвижной фазы (ПФ) для 
ТСХ (Табл. 3). Для эксперимента была выбрана 
ПФ А, как обладающая большей разделяющей 
способностью (ПФ Б, например, неселективна 
в случае пары кармуазин Е122 - понсо 4R E124, 
Табл. 4).

Таблица 3

Состав подвижных фаз для ТСХ (мл)

Компонент ПФ [9] ПФ А ПФ Б

пропанол Р 100 0
этилацетат Р 30 0
вода P 30 20
аммиака раствор 
концентрированный Р

1 0

уксусная кислота безводная P 0 20
2-бутанол P1 0 50

В результате эксперимента были получены 
данные, представленные в Табл. 4. На Рис. 9, 
10 приведены типичные хроматограммы орга-
нических пищевых красителей. Концентрация 
спиртовых растворов красителей составляла 0.1 
мг/мл. Наносимый объем – 15 мкл, для краси-
теля желтый хинолиновый Е104 – 30 мкл. Коли-
чество наносимого вещества подобрано таким 
образом, чтобы при визуальной оценке пятно 
красителя было отчетливо видно («предел об-
наружения»× 3).

Краситель Е104 на хроматограмме ТСХ име-
ет две зоны, поскольку в состав красителя вхо-
дят 2 вещества с различной степенью сульфа-
тирования (Табл. 1).

Таблица 2

Максимумы поглощения органических пищевых красителей

Наименование красителя

Максимумы 

согласно [8], 

растворитель не 

указан, нм

Экспериментальные данные (вода)

максимумы поглощения в 

области (300-650) нм 

удельный показатель 

поглощения (
1
1E )

желтый хинолиновый Е104 412 417 нм; 437 нм * 564
желтый «Солнечный закат» Е110 484 482 нм 487.6
кармуазин Е122 228 324 нм, 519 нм* 260.3
понсо 4R E124 502 334 нм, 513 нм* 204.8
эритрозин E127 525 316 нм, 535 нм* 745.7
красный «Очаровательный» E129 500 316 нм, 510 нм* 698.3
индигокармин Е132 610 610 195.7
синий блестящий FCF E133 630 626 456

Примечание.
* — спектр поглощения имеет два максимума.
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Рисунок 1

УФ-спектр раствора красителя Е 104

Рисунок 2

УФ-спектр раствора красителя Е 110

Рисунок 3

УФ-спектр раствора красителя Е 122

Рисунок 4

УФ-спектр раствора красителя Е 124
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Рисунок 5

УФ-спектр раствора красителя Е 127

Рисунок 6

УФ-спектр раствора красителя Е 129

Рисунок 7

УФ-спектр раствора красителя Е 132

Рисунок 8

УФ-спектр раствора красителя Е 133
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На основании данных Табл. 4, а также Рис. 
9, 10 можно сделать вывод, что для части орга-
нических пищевых красителей селективность 
методики достаточная. Так, методика позволя-
ет разделить такие органические красители, 
как желтый хинолиновый Е104, синий блестя-
щий FCF E133, понсо 4R E124, красный «Оча-
ровательный» E129. Недостаточное разделе-
ние наблюдается для пар: желтый хинолино-
вый Е104 — желтый «Солнечный закат» Е110; 

кармуазин Е122 – эритрозин E127; понсо 4R 
E124 – синий блестящий FCF E133. В случае 
совместного определения таких пар красите-
лей более целесообразно использовать другие 
методы идентификации.

3. Метод ВЭЖХ. Возможны такие смеси кра-
сителей, в которых, несмотря на явное отличие 
максимумов спектров поглощения, а также хо-
рошее разделение этой смеси красителей мето-
дом ТСХ, из-за разности концентраций краси-
телей, идентифицировать оба красителя в сме-
си как методом УФ-спектрофотометрии, так 
и методом ТСХ не удается. Для эксперимента 
нами была выбрана пара желтый хинолиновый 
Е104 – желтый «Солнечный закат» Е110 (такое 
сочетание красителей в данном соотношении 
концентраций нередко встречается для оболо-
чек капсул). Максимумы спектров поглощения 
этих красителей отстоят друг от друга на 40 нм, 
Rf красителей – 0,8 и 0,65 соответственно. В мо-
дельной смеси концентрация красителя желтый 
«Солнечный закат» Е110 существенно меньше, 
чем концентрация красителя желтый хиноли-
новый Е104 (1:50). Разделение этих красителей 
методом ТСХ и УФ-спектрофотометрии невоз-
можно – вышеизложенным методам не хватает 
селективности и чувствительности. На Рис. 11 
и Рис. 12 приведены хроматограммы раствора 
смеси выбранной пары пищевых красителей 
методом ВЭЖХ. Подвижная фаза представляет 
собой смесь объемов раствора тетрабутилам-
мония гидроксида в воде с рН 3.0 и метанола; 
неподвижная фаза – силикагель октадецилси-
лильный. Условия детектирования были выбра-
ны на основании данных, полученных методом 
УФ-спектрофотометрии (420 нм для красителя 
желтый хинолиновый Е104 и 483 нм для краси-
теля желтый «Солнечный закат» Е110).

Краситель Е104 на хроматограмме ВЭЖХ 
имеет две зоны, поскольку в состав красителя 

Таблица 4
Величины Rf  органических пищевых красителей в различных подвижных фазах

Наименование красителя
Величины Rf  согласно [8] Экспериментальные 

данные, ПФ АПФ А ПФ В

желтый хинолиновый Е104 0.56 0.80; 0.63*
желтый «Солнечный закат» Е110 0.690 0.57 0.65
кармуазин Е122 0.78 0.51 0.78
понсо 4R E124 0.57 0.51 0.42
эритрозин E127 0.97 0.85; 0.75*
красный «Очаровательный» E129 0.74
индигокармин Е132 0.71 0.26 нет четкой зоны
синий блестящий FCF E133 0.5 0.40

Примечание.
* — на хроматограмме красителя найдено несколько зон, Rf  указаны в порядке уменьшения их интенсивности.

Рисунок 9

E 110 E 132 E 133 E 104

Типичные хроматограммы органических 

пищевых красителей E104, E110 E 132 и Е133 

в ПФ А

Рисунок 10

E 122 E 124 E 127 E 129

Типичные хроматограммы органических 

пищевых красителей E122, E124, Е127 и Е129 

в ПФ А
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входят 2 вещества с различной степенью суль-
фатирования (Табл. 1).

На основании приведенных выше данных 
можно сказать, что для выбранной пары кра-
сителей, не идентифицируемой другими ме-
тодами, методика обладает достаточной селек-
тивностью. Ввиду использования сложного и 
дорогого оборудования, большего, по сравне-
нию с ТСХ, расхода растворителей и больших 
требований к их чистоте, а также большего 
времени анализа данный метод целесообразно 
применять только в случае, если идентифици-
ровать красители другими методами не пред-
ставляется возможным.

4. Идентификация по селективным реакциям 
неорганических красителей. Для неорганиче-
ских красителей, в состав которых входят, на-
пример, железо, титан, целесообразно их иден-
тифицировать по присутствию этих элементов. 
Селективность таких реакций и предельные кон-
центрации обнаруживаемых элементов/ионов 
многократно описаны в литературе, например, 
идентификация титана диоксида с помощью 
водорода пероксида [13, 14]. Нами была апро-
бирована эта методика идентификации титана 
диоксида, основанная на обработке титана ди-
оксида серной кислотой и последующей реак-
цией с водорода пероксидом с образованием 

Рисунок 11

Хроматограмма смеси красителей Е 104 и Е110 (1:50) при длине волны 420 нм

На хроматограмме видны только пики красителя Е104.

Рисунок 12

Хроматограмма смеси красителей Е 104 и Е110 (1:50) при длине волны 483 нм

На хроматограмме виден пик красителя Е110 и пик красителя Е 104 (около 7.3 мин).
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желтовато-оранжевого окрашивания. Полу-
ченные результаты подтвердили корректность 
ее использования для анализа лекарственных 
средств и их оболочек. Также нами были апро-
бированы методики идентификации железа(II) 
оксида и железа(III) оксида, основанные на об-
разовании окрашенных комплексных соеди-
нений, при взаимодействии соответствующих 
ионов железа с ферроцианидом и феррициа-
нидом. Полученные результаты подтвердили 
корректность и селективность этих методик, 
что позволяет использовать их для анализа ле-
карственных средств и их оболочек.

5. Идентификация по неспецифическим ком-
понентам органического красителя. Краситель 
карамель - натуральный краситель, который 
представляет собой сложную коллоидную смесь 
соединений, получаемую термической обработ-
кой углеводов. Ввиду сложного и варьирующего 
состава данного красителя прямое определение 
его является невозможным. Данный краситель 
определяют косвенными методами: определе-
ние 5-гидроксиметил-2-фуральдегида методом 
ВЭЖХ (это соединение является продуктом 
деградации гексоз), реакцией Майяра (нагре-
вание с азотсодержащими соединениями с об-
разованием окрашенных веществ меланоидной 
структуры), а также методом связывания кра-
сителя с различными сорбентами (фосфорил-
целлюлоза, ДЕАЕ-целлюлоза), где вычисляется 
разница между поглощением растворов до вза-
имодействия с сорбентом и после [15]. Для экс-
перимента нами был выбран краситель Е150d – 
карамель, полученная по аммиачно-сульфатной 
технологии. Ввиду того, что иногда таким кра-
сителем подкрашивают лекарственные сред-
ства, содержащие сахар, методы, основанные 
на определении 5-гидроксиметилфурфурола, а 

также реакцию Майяра, в таких случаях, вви-
ду их положительного отклика на сахара, ис-
пользовать нецелесообразно – отсутствует 
необходимая селективность. В таком случае 
необходимо использовать метод определения 
разницы между поглощениями испытуемого 
раствора до и после связывания красителя с 
различными сорбентами. 

Нами была апробирована методика иден-
тификации красителя Е150d, основанная на 
определении разницы между поглощениями 
испытуемого раствора до и после связывания 
красителя с фосфорилцеллюлозой и ДЕАЕ-
целлюлозой. Полученные результаты подтверди-
ли корректность ее использования для анализа 
лекарственных средств и их оболочек.

На основании всего вышеизложенного, 
предложена следующая схема выбора метода 
анализа пищевых красителей в ЛС/оболочках 
ЛС (Рис. 13).

Выводы

Для тринадцати наиболее часто применяе-
мых в фармацевтической промышленности 
пищевых красителей различных типов (неор-
ганические, органические индивидуальные 
вещества, органические красители с неспец-
ифическим компонентным составом) изучена 
возможность их идентификации методами УФ-
спектрофотометрии, ТСХ, ВЭЖХ и специфи-
ческими качественными реакциями.

Показана перспективность дифференци-
ального подхода к выбору метода в зависимо-
сти от качественного и количественного соста-
ва смеси красителей при  разработке методик 
контроля качества.

Предложен алгоритм выбора метода анализа 
для пищевых красителей различных типов.

Рисунок 13
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Недостаточная чувствительность? 
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Схема выбора метода анализа пищевых красителей в ЛС/оболочках ЛС
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Резюме
Котов А.Г, Леонтьєв Д.А, Леонтьєв Д.Д., Гризодуб О.І.

Розробка методології вибору методу аналізу для 

ідентифікації харчових барвників

Вивчено можливість ідентифікації деяких харчових 
барвників методами УФ-спектрофотометрії, ТШХ, ВЕРХ 
і специфічними якісними реакціями. Показано перспек-
тивність диференціального підходу до вибору методу, за-
лежно від якісного та кількісного складу суміші барвників 
при розробці методик контролю якості. Запропоновано 
алгоритм вибору методів аналізу для ідентифікації барв-
ників різної природи.

Summary
Kotov A.G, Leontiev D.A., Leontiev D.D., Gryzodub A.I.

Development of the methodology for the selecting the 

method of analysis for the identification of food dyes

The possibility of the identifying of certain food dyes by 
UV-spectrophotometry, TLC, HPLC and by specific qualita-
tive reactions was examined. The prospects of a differential 
approach to methods’ selection of based on qualitative and 
quantitative composition of the mixture of dyes at the devel-
opment of quality control methods was shown. An algorithm 
for selecting of analytical methods for the identification of dyes 
of different nature was proposed.
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Фармакологічні дослідження
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Вплив спіроциклічного похідного оксіндолу на кровопостачання 
головного мозку, деструкцію нейронів і кислотно-лужний баланс при 
експериментальній церебральній ішемії
Встановлено, що спіроциклічне похідне оксіндолу у дозі 5 мг/кг  не впливає на базальний кровобіг у внутрішній сонній 
артерії щурів, але покращує кровопостачання головного мозку із даного басейну при білатеральній каротидній оклюзії 
з наступною реперфузією. Інтегральна захисна дія досліджуваної сполуки при експериментальній церебральній ішемії 
характеризується зменшенням нейронспецифічної енолази у крові у 2.3 рази та нормалізацією кислотно-лужної рівно-
ваги. Всновлено, що нова сполука має потужну церебропротекторну активність на рівні вінпоцетину й антигіпоксич-
ний ефект на рівні мексидолу.

Гостра цереброваскулярна патологія є дру-
гою причиною летальних кінців після інфарк-
ту міокарда [11]. Щороку на церебральні ін-
сульти хворіють 100 тис. українців [1]. Пато-
генез ушкодження церебральних структур за 
судинних ішемічних уражень звичайно є ти-
повим. Синдром ішемії завжди визначає тяж-
кість функціонально-морфологічного ураження 
мозку [10, 12]. Головним патобіохімічним ком-
понентом синдрому клітинної, тканинної й ор-
ганної ішемій є енергодефіцит [4]. Раціональна 
фармакокорекція церебральних патологій має 
включати препарати з антигіпоксантною, мемб-
ранопротекторною дією та здатністю зменшу-
вати  енергодефіцит [3].

Перспективним у цьому аспекті можна вва-
жати нову сполуку - 4,3'-спіро[(2-аміно-3-ціано-
4,5-дигідропірано[3,2-c]хромен-5-он)-5-метил-
2’-оксіндол] (далі сполука 77), що синтезована 
у НФаУ к.ф.н. Редькіним Р.Г., проф. Шемчу-
ком Л.А. та у попередніх дослідженнях виявила 
значну антигіпоксантну активність [5] і цере-
бропротекторну дію за критеріями виживаності 
та зменшення неврологічного дефіциту у щурів 
з гострою церебральною ішемією [6].

Метою даної роботи є вивчення впливу спі-
роциклічного похідного оксіндолу на кровопос-
тачання головного мозку, деструкцію нейронів 
і кислотно-лужний баланс  при експеримен-
тальній церебральній ішемії.

Матеріали та методи

Дослідження проводили на білих неліній-
них щурах-самцях масою (180-250) г. Сполу-
ку 77 у дозі 5 мг/кг, що виявляє найбільший 
антигіпоксантний ефект [5], вводили щодня у 
шлунок протягом 3 діб, востаннє за (30-40) хв 
до моделювання порушення мозкового крово-

обігу за ішемічним типом у передньомозково-
му басейні, що відтворювали під наркозом (ке-
тамін, 50 мг/кг внутрішьоочеревинно) шляхом 
білатеральної каротидної оклюзії [2, 7].

У першій серії дослідів визначали динаміку 
кровопостачання головного мозку при ішемії 
з подальшою реперфузією. Для цього препа-
рували судини, підводили провізорні лігатури, 
накладали датчик ультразвукового флоуме-
тра Т-106 (Transonic Systems Inc., СІЛА) на ліву 
внутрішню сонну артерію. Після стабілізації 
гемодинаміки вимірювали базальний крово-
біг, перев'язували праву загальну сонну арте-
рію та накладали мініатюрний затискач на ліву 
загальну сонну артерію на 40 хв, що повністю 
припи няло кровопостачання головного мозку 
з каротидного басейну. Через 40 хв знімали за-
тискач і визначали кровобіг у лівій внутрішній 
сонній артерії у динаміці реперфузії протягом 
60 хв. Як референс-препарат використовували 
відомий церебропротектор вінпоцетин (ЗАТ 
«ФФ«Дарниця»», Україна) у дозі 5 мг/кг в ре-
жимі, аналогічному введенню сполуки 77 [7].

У другій серії дослідів у щурів із необорот-
ною білатеральною каротидною оклюзією, яким 
вводили сполуку 77 за вищенаведеною схемою, 
через 1 добу вимірювали вміст нейронспецифіч-
ної енолази (NSE) у крові методом твердофаз-
ного імуноферментного аналізу з використан-
ням набору NSE ЕІА KIT (DAI, США) на прик-
ладі фірми «Hipson» (Чехія). NSE (2-фосфо-D-
гліцератогідролаза, EC 4.2.1.11) гликолітичний 
нейронспецифічний ензим енолази є маркером 
ступеня пошкодження нервової тканини [8, 9]. 
Також визначали показники кислотно-лужного 
балансу на аналізаторі «Radiometer» (Данія). Для 
цього у щурів відбирали кров ((0.2-0.3) мл) із сиг-
моподібного синусу у гепаринізований шприц 
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і зберігали до проведення аналізу при темпера-
турі (3-4) °С протягом не більше 15 хв.

Препаратом порівняння обрано мексидол 
(100 мг/кг) (ТОВ «НВК «Фармасофт», Росія) – 
лікарський засіб із вираженою антигіпоксич-
ною та метаболічною дією, що вводили парен-
терально протягом 3 діб, востаннє за 40 хв до 
проведення досліду.

Тварини утримувались у стандартних умо-
вах віварію відповідно до правил GLP. При ро-
боті виконували вимоги Директиви Ради ЄС із 
питань захисту тварин, які використовуються 
для експериментальних та інших наукових ці-
лей. Статистичну обробку результатів проводи-
ли за допомогою програми Statistika 6.0. із ви-
користанням критерія t Стьюдента та парного 
критерію Ť Вілкоксана. 

Результати досліджень та їх обговорення

Сполука 77 і препарат порівняння вінпо-
цетин не змінюють базальний кровобіг у вну-
трішній сонній артерії (Табл. 1), але результати 
проведеного раніше дослідження [6] свідчать, 
що їх застосування збільшує показник вижи-
ваності, що відповідає покращенню кровопос-
тачання мозку.

У групі контрольної патології після відтво-
рення 40-хвилинної гострої церебральної ішемії 
кровобіг становив лише (46-48) % від вихідного 
рівня і навіть через 60 хв реперфузії даний по-
казник не перевищував 46.7 %, що свічить про 
тяжкість патології.

Введення у лікувально-профілактичному 
режимі сполуки 77 та вінпоцетину вірогідно 
відновлює мозковий кровообіг вже від перших 
5 хв реперфузії (80.5 % та 90.3% відповідно), 
показники кровообігу залишаються на тако-
му же рівні навіть через 60 хв (81.8 % та 89.4%, 
відповідно).

Вінпоцетин дещо активніше за сполуку 77 
відновлював мозковий кровообіг, проте різниця 
міжгрупових показників не мала статистично 
значущих відмінностей (Табл. 1).

Через одну добу після гострої церебральної 
ішемії у щурів відбувається значна деструкція 
нейронів головного мозку, індікатором якої є 
вміст NSE. У тварин групи контрольної пато-
логії рівень NSE зростає у 18.2 рази відносно 
інтактного контролю (Табл. 2).

Введення сполуки 77 зменшує руйнування 
нейронів головного мозку у 2.3 рази, що вияв-
ляється у зменшенні вмісту NSE до 4.43 нг/л.

Найбільш виражений церебропротекторний 
вплив зафіксовано для мексидолу,  рівень NSE 
становив 2,13 нг/л.

Важливою характеристикою розвитку цере-
броваскулярної патології є  метаболічний зсув 
кислотно-лужного стану крові. Результати до-
слідження показників кислотно-лужної рівно-
ваги через 1 добу після гострої церебральної 
ішемії наведено в Табл. 3.

Модельна церебральна ішемія спричиняє 
декомпенсований метаболічний ацидоз. На 
першу добу після відтворення білатеральної 

Таблиця 1

Вплив спіроциклічного похідного оксіндолу на кровообіг у внутрішній сонній артерії за умов ішемії-

реперфузії головного мозку у щурів

Час 

спостере-

ження

Контрольна патологія, (n=6) Сполука 77, 5 мг/кг, (n=7)
Вінпоцетин,

5 мг/кг, (n=6)

мл/хв
відносно 

базального, %
мл/хв

відносно 

базального, %
мл/хв

відносно 

базального, %

вихідний стан
0 хв 6.87±0.27 — 6.26±0.12 — 6.50±0.27 —
5 хв 6.85±0.26 — 6.33±0.12 — 6.48±0.21 —

10 хв 6.91±0.27 базальний (100 %) 6.23±0.09 базальний (100 %) 6.40±0.25 базальний (100 %)
ішемія 40 хв із подальшою реперфузією

5 хв 3.38±0.12** 48.9±0.84 5.03±0.22*# 80.5±2.54 5.85±0.31# 90.3±2.39

10 хв 3.25±0.09** 47.1±0.78 5.06±0.17**# 81.1±1.78 5.77±0.31# 89.9±1.68

20 хв 3.22±0.13** 46.6±1.43 5.00±0.15**# 79.7±1.87 5.77±0.26# 90.0±1.09
30 хв 3.18±0.07** 46.2±1.29 5.01±0.16**# 79.9±1.97 5.80±0.24# 90.6±1.19
40 хв 3.18±0.07** 46.2±1.41 5.06±0.18*# 81.1±1.86 5.80±0.26# 90.6±1.54
60 хв 3.23±0.11** 46.8±0.58 5.10±0.16**# 81.8±1.58 5.73±0.30# 89.4±1.73

Примітки:
відмінності достовірні:
— по відношенню до вихідних показників усередені групи: * – р<0.01; ** – р<0.001;
— по відношенню до показників контрольної патології  # — р<0.05.
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каротидної оклюзії у тварин групи контроль-
ної патології зафіксовано достовірні зміни усіх 
досліджуваних показників кислотно-лужного 
балансу у венозній крові, що відтікає від голов-
ного мозку: в 1.1 рази зменшується рН, в 1.2 
рази зростає парціальний тиск СО2. Значний 
зсув рівноваги у бік ацидозу підтвержується 
вірогідним зниженням вмісту основ у крові: 
істинного бікарбонату та стандартного бікар-
бонату - в 1.9 рази; суми основ усіх буферних 
систем - у 2 рази; значним дефіцитом буферних 
основ ((-3.12±0.23) ммоль/л), також відзнача-
ється значне зниження рівня гемоглобіну, що 
складає одну з буферних систем крові, та пар-
ціального тиску кисню (табл.3).

Сполука 77 нормалізує всі показники 
кислотно-лужної рівноваги на рівні мексидо-
лу або дещо краще. Компенсація метаболічно-
го ацидозу, фізіологічний рівень гемоглобіну 
та парціального тиску кисню на 1 добу після 
глобальної церебральної ішемії свідчать про 
потужний антигіпоксантний і церебропротек-
торний вплив сполуки 77.

Таким чином, встановлена церебропротек-
торна активність сполуки 77 на моделі гострої 
церебральної ішемії складається із потужної 
антигіпоксичної дії та інтенсифікації крово-
постачання головного мозку. Інтегральний це-
ребропротекторний вплив сполуки 77 на іше-
мізований мозок характеризується вірогідним 
зменшенням деструкції нейронів, про що свід-
чить зниження у 2.3 рази специфічного ензиму 
NSE у крові та значна нормалізація церебраль-
ного метаболизму.

Висновки

Сполука 77 у дозі 5 мг/кг не впливає на ба-
зальний кровобіг у внутрішній сонній артерії 
щурів, але за умов ішемії-реперфузії у каро-
тидному басейні вірогідно нормалізує цей по-
казник до 81.8 % від базального рівня, прак-
тично не поступаючись при цьому активності 
препарату порівняння вінпоцетину. Механізм 
церебропротекторної дії 4,3'-спіро[(2-аміно-
3-ціано-4,5-дигідропірано[3,2-c]хромен-5-он)-
5-метил-2’-оксіндолу], ймовірно, обумовлено 

Таблиця 2

Вплив спіроциклічного похідного оксіндолу на вміст нейронспецифічної енолази у крові через одну 

добу після гострої церебральної ішемії у щурів

Група
Нейронспецифічна енолаза

р
нг/л %

інтактний контроль, (n=8) 0.55±0.50 100 –
контрольна патологія, (n=7) 10.0±0.47 1818 р2-1<0.001

сполука 77, 5 мг/кг, (n=7) 4.43±0.09 805
Р3-1<0.001
Р3-2<0.001

мексидол, 100 мг/кг, (n=7) 2.13±0.19 387
Р4-1<0.05

Р4-2<0.001
Р4-3<0.001

Таблиця 3

Вплив спіроциклічного похідного оксіндолу на показники кислотно-лужної рівноваги у венозній крові 

через одну добу після гострої церебральної ішемії у щурів

Показник
Інтактний 

контроль, (n=8)

Контрольна 

патологія, (n=7)

Сполука 

77, 5 мг/кг,(n=7)

Мексидол,

100 мг/кг, (n=7)

рН 7.22±0.001 6.83±0.02*** 7.15±0.009***### 7.14±0.009***###

парціальний тиск СО2, мм.рт.ст. 74.9±1.07 89.7±1.29*** 73.3±1.31### 74.2±1.86###

парціальний тиск О2, мм.рт.ст 76.6±0.81 57.8±1.20*** 71.0±1.34*### 67.0±3.42*#

гемоглобін, г/дл 11.1±0.36 8.77±0.44** 11.8±0.36## 10.9±0.31##

істинний бікарбонат, ммоль/л 24.0±0.63 12.7±0.39*** 20.4±0.98* 21.0±0.59*
стандартний бікарбонат, ммоль/л 25.4±0.63 13.0±0.31*** 21.4±0.66**### 20.5±0.58**###

сума основ усіх буферних систем, 
ммоль/л

24.9±1.51 12.5±0.29*** 19.5±0.82*### 17.9±0.53**###

дефіцит буферних основ, ммоль/л 1.82±1.12 -3.12±0.23*** 0.98±0.29### 0.50±0.15###

Примітки:
відмінності достовірні:
— по відношенню до показників групи інтактного контролю: * — р<0.05; ** — р<0.01; *** — р<0.001;
— по відношенню до показників контрольної патології : # — р<0.05; ## — р<0.01;  ### — р<0.001
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впливом досліджуваної сполуки на різні ланки 
патогенезу церебральної ішемії. Нова сполука 
виявляє антигіпоксантну дію, відновлює кро-
вообіг, знижує руйнування нейронів головно-
го мозку (за вмістом нейроноспецифічної ено-
лази) та зменшує метаболічний ацидоз на рівні 
препарату порівняння мексидолу.
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Резюме
Цубанова Н.А, Штрыголь С.Ю., Ходаковский А.А.

Влияние спироциклического производного оксиндола 

на кровоснабжение головного мозга, деструкцию 

нейронов и кислотно-щелочной баланс при 

экспериментальной церебральной ишемии

Установлено, что спироциклическое производное ок-
синдола в дозе 5 мг/кг не влияет на базальный кровоток 
во внутренней сонной артерии крыс, но улучшает кровос-
набжение головного мозга из данного бассейна при била-
теральной каротидной окклюзии с последующей репер-
фузией. Интегральное защитное действие изучаемого со-
единения при экспериментальной церебральной ишемии 
характеризуется уменьшением нейронспецифической 
энолазы в крови в 2.3 раза и нормализацией кислотно-
щелочного равновесия. Установлено, что новое соедине-
ние имеет выраженную церебропротекторную активность 
на уровне винпоцетина и антигипоксический эффект на 
уровне мексидола.

Summary
Tsubanova N.A, Shtrygol S.Yu., Khodakovsky O.A.

Impact of oxindole spirocyclic derivative to brain blood 

supply, destruction of neurons and acid-base balance at 

experimental cerebral ischemia

It was established that oxindole spirocyclic derivative at 
the dose of 5 mg /kg did not effect to basal blood circulation in 
internal carotid arteries of rats, but improved the blood supply 
to the brain form this basin during bilateral carotid occlusion 
followed by reperfusion. Integral protection effect of exam-
ined substance at experimental cerebral ischemia was charac-
terized by a decrease of blood neuron-specific enolase (NSE) 
in 2.3 times and normalization of acid-alkaline balance. It was 
established that the new substance had a strong cerebropro-
tection effect at the level of vinpocetine and anti-hypoxic ef-
fect compered with the efficacy of mexidolum.
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Організація діяльності фармацевтичних підприємств

УДК 615.12:658.310

Мнушко З.М., Пестун І.В., Бондарєва І.В.
Національний фармацевтичний університет

Сучасні підходи до процесу управління змінами на виробничих 
фармацевтичних підприємствах
Представлено результати дослідження процесу управління змінами на фармацевтичних підприємствах. Проаналізова-
но за значущістю основні зміни, що відбулися в роботі виробничих фармацевтичних підприємств за останні 10 років. 
Встановлено причини опору змінам із боку підлеглих і поширені способи їх подолання. Визначено основні адаптивні 
заходи, що проводяться виробничими фармацевтичними організаціями для пристосування до змін у зовнішньому ма-
кросередовищі.

Останнім часом для українських фарма-
цевтичних підприємств актуальною є пробле-
ма адаптації до змін зовнішнього середовища. 
Виробничі фармацевтичні підприємства зде-
більшого не можуть контролювати зміни у ма-
крооточенні або впливати на них, тому вони 
змушені швидко адаптуватися до них у своїй 
діяльності, проводити реорганізацію або зміни, 
що є найважливішою умовою їх ефективного 
функціонування.

У роботах вітчизняних і зарубіжних авторів 
представлено аналіз моделей управління зміна-
ми в організації [3, 7-10]. У наукових фахових 
виданнях із фармації наявні статті, присвячені 
питанням впливу складових макросередовища на 
діяльність фармацевтичних організацій [2, 4-6]. 
Проте практично не проводились дослідження 
стосовно процесу управління змінами на вироб-
ничих фармацевтичних підприємствах.

У літературі відсутня інформація стосовно 
дослідження процесу управління змінами на 
виробничих фармацевтичних підприємствах, а 
саме: визначення основних змін, що відбулися 
у роботі вітчизняних фармацевтичних підпри-
ємств, наявності опору змінам із боку персона-
лу, основних причин опору змінам із боку під-
леглих і способів їх подолання.

Метою даної роботи є обґрунтування науково-
практичних підходів до процесу управління 
змінами на виробничих фармацевтичних під-
приємствах.

У ході дослідження було використано методи 
анкетного опитування, статистичний, графіч-
ний, порівняльний.

У більшості організацій замислюються над 
тим, що необхідно змінити для того, щоб покра-
щити діяльність компанії та підвищити якість 
її продукції, але при цьому людський чинник, 
безпосередньо пов'язаний із реалізацією по-
дібних рішень, нерідко залишається без ува-
ги. Для успішного впровадження глобальних 

змін компаніям необхідно встановити зв'язок 
між організацією, працівниками та змінами, що 
будуть впроваджені. Це завдання досягається 
шляхом заохочення більш гнучких відносин се-
ред персоналу організації. Зміни викликають 
складнощі у роботі, пристосовуватися до них 
нелегко. Але у той же час зміни життєво необ-
хідні, головне – навчитися сприймати їх як із 
професійної, так і з особистої точки зору.

Управління змінами – структурований про-
цес, завдання якого – запропонувати та впро-
вадити зміни відповідно до технічних і еконо-
мічних можливостей організації.

Нами було проаналізовано суть основних 
змін, що відбулися в роботі вітчизняних вироб-
ничих фармацевтичних підприємств за останні 
10 років. Для цього методом анкетного опиту-
вання керівники різного рівня фармацевтич-
них підприємств оцінили перелік проведених 
заходів за 10-бальною шкалою (табл. 1).

До основних змін, що відзначені найбільшою 
кількістю балів, і, відповідно, що є найвагомі-
шими для виробничих фармацевтичних підпри-
ємств віднесені такі: розширення асортимен-
ту, введення нових посад, зміна організаційної 
структури та вдосконалення системи заохочен-
ня співробітників. Варто звернути увагу, що де-
які підприємства не оцінили належним чином 
вплив таких змін, як створення маркетингових 
інформаційних систем і програмного забез-
печення маркетингового аналізу та створення 
CRM-системи (системи управління взаємос-
тосунками із клієнтами), що свідчить про нео-
бізнаність їх стосовно цих показників або про 
відсутність коштів на впровадження цих змін.

В умовах нестабільності зовнішнього серед-
овища найважливішою умовою ефективного 
управління для виробничих фармацевтичних 
підприємств є здатність змінюватись, проте 
водночас зростає опір змінам із боку персона-
лу. Під опором слід розуміти зворотну реакцію 
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на зміни, пов'язані з непередбаченими відтермі-
нуваннями, додатковими витратами, нестабіль-
ністю стратегічних змін, спробами саботувати 
перетворення усередині організації або «вто-
пити» їх у потоці інших завдань [7]. У ході на-
шої роботи було розглянуто процес управління 
змінами на виробничих фармацевтичних під-
приємствах: визначено основні причини опо-
ру змінам із боку персоналу (Рис. 1) та основні 
способи їх подолання [1].

Рисунок 1

Структура основних причин опору змінам із 

боку персоналу на виробничих фармацевтичних 

підприємствах

Встановлено, що 73 % керівників стикають-
ся з опором змінам із боку персоналу, із яких 
53 % — постійно, 20 % — інколи. Серед осно-
вних причин опору змінам із боку підлеглих 
респонденти відзначили: страх перед «новим» 
(26 % респондентів), невизначеність ситуації, 

що склалася, та переконання, що зміни не при-
зведуть до покращення ситуації (22 % і 19 % рес-
пондентів, відповідно).

Досліджено основні способи подолання опору 
змінам на виробничих фармацевтичних підпри-
ємствах (Рис. 2). До відзначених респондентами 
належать: зіставлення аргументів різних сторін 
(використовують 32 % респондентів), відкрите 
обговорення ідей і заходів щодо проведення 
змін (20 % респондентів), залучення підлеглих 
до ухвалення рішень (16 % респондентів).

Рисунок 2

Основні способи подолання опору змінам на 

виробничих фармацевтичних підприємствах

Управління змінами є складним і важко пе-
редбачуваним процесом, що не має універсаль-
ної моделі успішного перетворення [7]. Поряд 
із цим, для ефективного управління змінами на 

Таблиця 1
Значущість основних змін, що відбулися за останні 10 років у роботі виробничих фармацевтичних 

підприємств

Зміна
Бали

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
зміна організаційної 
структури

33.4 — — — — 6.7 — 13.3 13.3 13.3 20.0

введення нових посад — — — — 13.3 — — 13.3 40.1 13.3 20.0
розширення додаткових 
послуг

6.7 — — — 6.7 6.7 40.1 — 13.3 13.3 13.3

зміна форми власності — — — — — 26.7 6.7 26.7 26.7 13.3 —
розширення асортименту — — — 6.7 13.3 — 13.3 13.3 13.3 — 40.1
проведення маркетингових 
досліджень

— — 6.7 13.3 13.3 13.3 26.7 26.7 — —

поява ділянок, 
сертифікованих за GMP

— 13.3 — — — 26.7 40.1 — 6.7 13.3 —

вдосконалення системи 
заохочення співробітників

— — — — 13.3 13.3 6.7 33.4 6.7 13.3 13.3

створення маркетингових 
інформаційних систем і 
програмного забезпечення 
маркетингового аналізу

13.3 — — — — 13.3 40.1 26.7 — 6.7 —

створення CRM-системи 13.3 — 6.7 13.3 — 40.1 13.3 6.7 — 6.7 —
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виробничих фармацевтичних підприємствах 
доцільно дотримуватись таких рекомендацій: 
необхідно аналізувати підприємство та його по-
требу у перетвореннях; сформувати загальне 
бачення та напрямок дій; звільнитися від мину-
лого; створити відчуття неминучості змін; знайти 
та підтримати сильного лідера; розробити план 
реалізації змін; побудувати структури підтрим-
ки; налагодити комунікації, залучати персонал; 
відслідковувати, вдосконалювати й інституціо-
налізувати зміни. Отже, для виживання в умо-
вах нестабільності зовнішнього середовища й 
адаптації до нових реалій виробничим фарма-
цевтичним підприємствам необхідно постійно 
змінюватись. Цей процес є досить складним для 
організацій і потребує управління ним.

Сьогодні в умовах нестабільного зовніш-
нього оточення діяльність вітчизняних вироб-
ничих фармацевтичних підприємств пов'язана 
із різким коливанням курсу іноземної валюти, 
нестабільністю поставок енергетичних ресур-
сів, низькою платоспроможністю контрагентів, 

відсутністю притоку інвестиційних коштів на 
заміну застарілого обладнання та впроваджен-
ня нових конкурентоспроможних технологій. 
Усе це є свідченням необхідності вирішення 
проблеми підвищення ефективності діяльності 
підприємств. Тому фармацевтичним підприєм-
ствам необхідно вчасно аналізувати та прогно-
зувати зміни, що відбуваються у зовнішньому 
середовищі, визначати та реалізовувати захо-
ди, спрямовані на пристосування підприємств 
до нових реалій.

У ході опитування респонденти відзначили 
адаптивні заходи, що проводяться виробничими 
фармацевтичними підприємствами (Рис. 3).

Таким чином, основними адаптивними захо-
дами для фармацевтичних підприємств є такі: 
зміна асортиментної політики підприємств (ви-
користовують 93 % респондентів), здійснення 
ефективної цінової політики (87 %), пошук но-
вих каналів збуту (80 %), розробка та реаліза-
ція ефективної маркетингової стратегії, участь 
у з'їздах, конгресах, конференціях, семінарах, 

Рисунок 3
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Основні адаптивні заходи, що проводяться виробничими фармацевтичними підприємствами
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тренінгах і розробка та реалізація стратегічної 
програми розвитку виробничих фармацевтич-
них підприємств (73 %). Найменш вживаними 
виявилися такі адаптивні заходи: інформування 
та комунікація із персоналом (40 % респонден-
тів); страхування від ризиків змін у зовнішньому 
середовищі та створення маркетингових інфор-
маційних систем і програмного забезпечення 
маркетингового аналізу (по 33 % респондентів, 
відповідно); створення інформаційних систем, 
необхідних для вiдстежування всіх можливих 
змін у зовнішньому середовищі та створення 
CRM-системи (по 27 %, респондентів, відповід-
но). Останні дані свідчать про недостатній рівень 
розвитку інформаційних технологій на вироб-
ничих фармацевтичних підприємствах.

Таким чином, результати, одержані на дано-
му етапі, дозволяють зробити висновок про те, 
що дослідження процесу управління змінами є 
невід'ємною частиною успішної діяльності ви-
робничих фармацевтичних підприємств.

Висновки

Досліджено процес управління змінами на 
виробничих фармацевтичних підприємствах: 
виділені основні зміни, що відбулися в роботі 
вітчизняних фармацевтичних підприємств за 
останні 10 років.

Встановлено, що 73 % керівників фармацев-
тичних підприємств стикаються з опором змінам 
із боку персоналу, із них 53 % - постійно. Визна-
чено причини опору змінам із боку підлеглих та 
досліджено основні способи їх подолання.

Виділено найбільш поширені управлінські 
заходи, що проводяться виробничими фарма-
цевтичними організаціями для адаптації до змін 
у зовнішньому макросередовищі.
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Резюме
Мнушко З.Н., Пестун И.В. Бондарева И.В.

Современные подходы к процессу управления 

изменениями на производственных фармацевтических 

предприятиях

Представлены результаты исследования процесса управ-
ления изменениями на фармацевтических предприятиях. 
Проанализированы по значимости основные изменения, 
которые произошли в работе производственных фарма-
цевтических предприятий за последние 10 лет. Определе-
ны причины сопротивления изменениям со стороны под-
чиненных и распространенные способы их преодоления. 
Определены основные адаптивные мероприятия, которые 
проводятся производственными фармацевтическими ор-
ганизациями для приспособления к изменениям во внеш-
ней макросреде.

Summary
Mnushko Z.N., Pestun I.V., Bondareva I.V.

Current approaches to the management of changes in 

pharmaceutical manufacturers

Data of the study of the management of changes in phar-
maceutical manufacturers were given. Main changes, what 
took place at the work of pharmaceutical manufacturers over 
the past 10 years, were analyzed in accordance with the sig-
nificance. The causes of the resistance to changes of staff and 
common ways to overcome this problem were defined. Main 
adaptive approaches, which have been conducted at pharma-
ceutical manufacturers for adaptation to changes in the exter-
nal macroenvironment, were identified.
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Аналітичний огляд

УДК 615.322:616-092.4:611.81

Данилов С.А., Товчига О.В., Степанова С.І., Штриголь С.Ю.
Національний фармацевтичний університет

Лікарські рослини, що мають седативну, анксіолітичну та спряжені види 
фармакологічної активності, їх біологічно активні речовини та механізми 
їхньої дії
Наведено аналітичний огляд щодо лікарських рослин світової флори із верифікованими в умовах експерименту та/
або у клінічних умовах седативними та суміжними психотропними властивостями (перш за все, анксіолітичними, сно-
дійними). Узагальнено відомості про біологічно активні речовини (БАР) цих рослин та механізми їхньої дії на різних 
рівнях. Висвітлено значущість синергізму БАР для виявлення вищезазначених фармакологічних властивостей фіто-
препаратів, а також важливість біофармацевтичних чинників у фітофармакології.

Порушення діяльності ЦНС, пов’язані з під-
вищеною тривожністю та/або надмірною збуд-
ливістю, значно поширені, часто мають хроніч-
ний перебіг та погіршують якість життя [1, 2]. 
Вони часто потребують фармакотерапії, для 
якої застосовують переважно седативні засо-
би й анксіолітики. Фармакоепідеміологічні дані 
свідчать, що седативні й анксіолітичні препара-
ти є одними з найуживаніших у світі [2–4]. Але 
асортимент таких засобів досить обмежений. 
Серед анксіолітиків найбільшу доказову базу 
щодо ефективності та безпечності мають бен-
зодіазепіни, але вони все ж можуть спричини-
ти залежність, синдром відміни та пригнічен-
ня ЦНС [5, 6]. Тому триває пошук ефективних 
і безпечних седативних та анксіолітичних за-
собів. Все більшу увагу привертають лікарські 
препарати на основі лікарських рослин (ЛР) [7, 
8, 18, 23, 36, 39].

Cучасна офіційна медицина використовує 
відносно невелику кількість видів ЛР серед бага-
тьох можливих. Дійсно, численні ЛР традиційно 
наділяють седативними та/або анксіолітични-
ми властивостями. Ефективність і безпечність 
деяких із них встановлено з достатнім рівнем 
доказовості, хоча часто інформація обмежена 
та фрагментарна.

Метою даної роботи є узагальнення даних 
щодо лікарських рослин, седативний та/або 
анксіолітичний ефект яких доведено експе-
риментально та/або у клінічних умовах, а та-
кож даних щодо біологічно активних речовин 
(БАР), що спричиняють ці ефекти, та механіз-
мів їх дії.

Лікарські рослини, що мають седативну, 

анксіолітичну та спряжені види 

фармакологічної активності

Результати пошуку інформації в моногра-
фіях, довідниках і оригінальних статтях із ви-

користанням ресурсів Інтернету станом на 
травень 2011 року дозволяють стверджувати, 
що седативний та/або анксіолітичний ефект 
підтверджено у 301 виду рослин, що належить 
до 91 родини. За кількістю видів лідерами є ро-
дини глухокропивові (38 видів), айстрові (22), 
бобові (19) та селерові (16). У деяких родинах 
досліджено лише один вид. Часто це пов`язано 
із цілеспрямованим вивченням флори певного 
регіону за етноботанічним принципом.

Нижче наводиться перелік родин і видів рос-
лин, а також перелік родин і видів грибів, седа-
тивні та суміжні психотропні властивості яких 
(перш за все анксіолітичні, снодійні) підтвер-
джено у клініці та/або в експерименті. Гриби 
в таксономічному сенсі не є рослинами, але у 
фітотерапії традиційно розглядаються разом 
із ЛР. У дужках наведено  кількість видів кож-
ної родини.

Vegetabilia, Plantae — Царство Рослини

Acanthaceae (2): Acanthus montanus (Nees) T. 
Anderson, Justicia hyssopifolia L. [7, 8].

Agavaceae (1): Sanseviera liberica Gerome et 
Labroy [9].

Amaryllidaceae (1): Сrinum giganteum Andrews 
[7].

Anacardiaceae (2): Pistacia vera L., Spondias 
mombin L. [10, 11].

Annonaсeae (3): Annona cherimola Mill., A. 
muricata L., Rollinia deliciosa Saff. [7, 12, 13].

Apiaceae (16): Aethusa cynapium L., Ammi 
visnaga (L.) Lam., Anethum graveolens L., Angelica 
archangelica L., A. dahurica (Fisch. ex Hoffm). 
Benth, A. sinensis (Oliv.) Diels, Apium graveolens L., 
Bupleurum falcatum L., Centella asiatica (L.) Urban, 
Conium maculatum L., Coriandrum sativum L., 
Ferula sumbul (Kauffm.) Hook., Levisticum officinale 
Koch, Pastinaca sativa L., Pimpinella affinis Ledeb., 
P. major (L.) Huds. [7, 10, 14–20].
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Apocynaceae (6): Apocynum venetum L., Baphia 

nitida Afzel., Rhazya stricta Decne, Vinca minor L., 
V. sardoa (Stearn) Pignatti, Voacanga africana 
Stapf. [7, 8, 14, 18, 21–24].

Araceae (2): Acorus calamus L., A. gramineus 
Soland. [18, 20, 25–27].

Araliaceae (4): Eleutherococcus senticosus (Rupr. 
et Maxim.) Maxim, Panax ginseng C.A. Mey, 
P. quinguefolius L., Symplocarpus renifolius Schott 
ex Tzvel. [7, 10, 28–33].

Asteracae (22): Achillea millefolium L., Anacyclus 
pyrethrum (L.) Link, Anthemis arvensis L., Arnica 
montana L., Artemisia vulgaris L., Calendula 
officinalis L., Carlina vulgaris L., Cichorium in-
ty bus L., Chamomilla recutita (L.) Rauschert, 
Echinacea purpurea (L.) Moench., Filago arvensis L., 
Gnaphalium uliginosum L., Lactuca sativa L., 
L. serriola L., L. virosa L., Matricaria matricarioides 
(Less.) Porter, Microglossa pyrifolia (Lam.) O. 
Kuntze., Prenanthes alba L., P. serpentaria Pursh, 
Solidago odora Ait.  Sphaeranthus indicus L., 
Xanthium strumarium L. [7, 8, 10, 14, 15, 17, 18, 
20, 24, 26, 28, 34–40].

Bignoniaceae (1): Newbouldia laevis (P. Beauv.) 
Seemann. ex Bureau [41].

Boraginaceae (3): Borago officinalis L., Echium 
amoenum Fisch. et C.A. Mey, Lithospermum 
officinale L. [7, 10, 42].

Brassicaceae (2): Brassica oleracea L. var. italica 
Plenck, Lepidium sativum L. [14, 15].

Cactaceae (1): Opuntia ficus-indica Mill. [32].
Caesalpiniaceae (1): Caesalpinia bonducella (L.) 

Fleming [54].
Cannabaceae (2): Cannabis sativa L., Humulus 

lupulus L. [10, 15, 26, 37, 71].
Capparaceae (2): Capparis decidua (Forssk.) 

Edgew., C. herbacea Willd. [20, 43].
Caprifoliaceae (1): Viburnum opulus L. [26].
Сaryophyllaceae (2): Drymaria cordata L. Willd., 

Melandrium album (Mill.) Garcke [15, 44].
Chenopodiaceae (1): Chenopodium album L. 

[14].
Clusiaceae (4): Hypericum hircinum L., 

H. perfoliatum L., H. perforatum L., Kielmeyera 
coriacera Mart. ex Saddi [7, 40, 59–62].

Convallariaceae (3): Сonvallaria majalis L., 
Ophiopogon japonicus (Thunb.) Ker-Gawl. 
Polygonatum odoratum (Mill.) Druce var. pluriflorum 
(Miq.) Ohwi [10, 15, 32].

Convolvulaceae (1): Ipomoea stans Cav. [18].
Crassulaceae (2): Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., 

Rhodiola rosea L. [28, 45].
Cucurbitaceae (1): Momordica involucrata E. 

Mey. ex Sond [46].
Cupressaceae (1): Biota orientalis (L.) Endl. [10, 

20].

Cyperaceae (2): Cyperus articulatus L., C. rotundus 
L. [47, 48].

Dilleniaceae (1): Davilla rugosa Poir. [7, 40].
Droceraceae (1): Drocera rotundifolia L. [15].
Ebenaceae (1): Diospyros mespiliformis Hochst. 

ex A. DC. [49].
Empetraceae (1): Empetrum nigrum L. [15, 25].
Equisetaceae (1): Equisetum arvense L. [50].
Ericaceae (6): Arctostaphylos uva-ursi (L.) Soreng., 

Calluna vulgaris (L.) Hill., Monotropa uniflora L., 
Rhododendron dauricum L., Rh. fauriei Franch, 
Vaccinium vitis-idaea L. [10, 14, 15, 34].

Euphorbiaceae (4): Euphorbia hirta L., E. neriifolia 
L., Maprounea africana Müll. Arg., Tragia involucrate 
L. [7, 51, 52].

Fabaceae (19): Alhagi pseudalhagi (Bieb.) Fisch, 
A. persarum Boiss. et Buhse, Amorpha fruticosa L. 
Astragalus dasyanthus L., Cassia siamea Lam., 
Сlitoria ternatea L., Cytisus scoparius Link, Dioclea 
grandiflora Mart. ex. Benth, Erytrina mulungu 
Mart. ex Benth., E. velutina Willd., Glycyrrhiza 
uralensis Fischer, Lotus corniculatus L., Pachyrrhizus 
erosus (L.) Urban, Piliostigma reticulatum (DC.) 
Hochst., Piscidia piscipula (L.) Sarg., Sesbania 
grandiflora Pers., Sophora flavescens Soland., 
Trigonella foenum-graecum L. [7, 8, 10, 14, 15, 18, 
20, 26, 32, 34, 35, 40, 53–57, 71].

Himanthaliaceae (1): Himanthalia elongata (L.) 
S.F.Gray [58].

Gentianaceae (1): Canscora decussata Roem. et 
Schult. [10, 20].

Geraniaceae (1): Geranium macrorhizum L. 
[37].

Ginkgoaceae (1): Ginkgo biloba L. [7, 18, 40, 
64, 65].

Lamiaceae (38): Ballota nigra L., Betonica 
officinalis L., Hyptis spicigera Lam., Hyssopus 
officinalis L., Lagochilus inebrians Bunge., 
Lallemantia royleana (Benth.) Benth., Lamium 
album L., Lavandula angustifolia Mill., Leonurus 
cardiaca L., L. lanatus (L.) Pers., L. quinquelobatus 
Gilib., Lycopus europeus L., L. virginicus L., 
Majorana hortensis Moench., Melissa officinalis L., 
Mentha arvensis L., M. piperita L., M. pulegium L., 
Nepeta cataria L., N. persica Boiss., Ocimum 
gratissimum L., O. sanctum L., Origanum vulgare L., 
Perilla frutescens Britton var. acuta Kudo, Phlomis 
pungens Willd., Rosmarinus offcinalis L., Salvia 
elegans Vahl, S. mиltiorrhiza Bunge, S. officinalis L., 
S. reuterana Boiss, Scutellaria baicalensis Georgi, 
S. galericulata L., S. Leateriflora L., Stachys 
baicalensis Fisch. ex Benth., S. betonicaeflora 
Rupr., S. lavandulifolia Vahl., Thymus linearis 
Benth., Th. vulgaris L. [7, 8, 10, 14, 15, 18, 20, 24, 
26, 32, 34, 37, 40, 66–81, 229].

Lauraceae (1): Aniba riparia (Nees) Mez. [7].
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Loranthaceae (1): Viscum album L. [14, 34].
Lythraceae (1): Lawsonia inermis L. [14].
Magnoliaceae (3): Magnolia dealbata Zucc., M. 

obovata Thunb., M. officinalis Rend. et Wils. [7, 
18, 40, 82, 83].

Malpighiaceae (1): Galphimia glauca Cav. [7].
Marcgraviaceae (1): Souroubea sympetala Gilg. 

[84].
Мelanthiaceae (1): Aletris farinosa L. [10, 20].
Meliaceae (1): Azadirachta indica A. Juss. [7, 

40].
Menispermaceae (5): Cissampelos mucronata A. 

Rich., Menispermum dahuricum L., Sinomenium 
acutum (Thunb.) Rehd.et Wils, Stephania glabra 
(Roxb.) Miers, S. tetrandra S. Moore [10, 15, 20, 
85, 86].

Menyanthaceae (1): Menyanthes trifoliatа L. 
[14, 15].

Mimosaceae (2): Albizia lebbeck (L.) Benth., A. 
julibrissin Durazzini [7].

Moraceae (3): Cecropia glazioui Sneth, Dorstenia 
arifolia Lam., Ficus platyphylla Del. [7, 87, 88].

Myrtaceae (1): Myrtus communis L. [24].
Nelumbonaceae (1): Nelumbo nucifera Gaertn. 

[10].
Nymphaeaceae (1): Nymphaea alba L. [15].
Onagraceae (1): Chamaenerium angustifolium  L.) 

Scop. [14].
Orchidaceae (3): Cypripedium pubescens Willd, 

Gastrodia elata Blume, Vanda tessellata (Roxb.) 
Hook. ex Don [7, 10, 18, 20].

Orobanchaceae (1): Cistanche deserticola  Ma. 
(CD) [89].

Рaeoniaceae (4): Paeonia albiflora Pall., P. anomala 
L., P. emodi Wall., P. suffruticosa Andrews [7, 10, 
14, 15, 26, 34, 71].

Papaveraceae (4): Corydalis cava Schweigg. et 
Korte, С. turtschaninovii  Basser., Eschscholtzia 
californica Cham., Papaver rhoeas L. [7, 15, 18, 
20, 24, 25, 71, 90].

Parnassiaceae (1): Parnassia palustris L. [15].
Passifl oraceae (6 видів, 1 підвид): Passiflora 

actinia  Hooker, P. alata Dryander, P. coerulea L., P. 
edulis L., P. edulis f. flavicarpa O. Deg, P. incarnatа 
L., P. quadrangularis L. [7, 10, 14, 15, 18, 26, 34, 35, 
37, 40, 60, 71, 91–101].

Pinaceae (1): Abies pindrow Royle [7, 40, 102].
Piperaceae (3): Macropiper  latifolium (L. f.) Miq., 

M. methysticum (G.Forst) Hook et Arnote, Piper 
methysticum Foster [7, 14, 18, 37, 40, 77, 92, 95].

Poaceae (2): Avena sativa L., Cymbopogon citratus 
(DC) Stapf. [10, 14, 15, 77, 103, 104].

Polemoniaceae (1): Polemonium coeruleum L. 
[10, 15, 25, 26, 34].

Polygalaceae (2): Polygala sabulosa A.W. Bennett, 
Securidaca longepedunculata Fresen [105, 106].

Primulaceae (2): Anagallis arvensis L., Primula 
veris L. [10, 15, 25].

Ranunculaceae (13): Actaea spicata L., Adonis 
vernalis L., Aquilegia vulgaris L., Cimicifuga 
dahurica (Turcz.) Maxim., C. racemosa (L.) Nutt, 
Clematis chinensis Osbeck, Coptis chinensis Franch, 
Leptopyrum fumarioides (L.) Reichb., Nigella sativa 
L.,  Pulsatilla nigricans Stoerck, P. patens (L.) P. 
Mill., P. taurica Juz., P. vulgaris Mill. [7, 10, 14, 15, 
20, 26, 34, 71, 107, 230].

Rhamnaceae (2): Zizyphus jujube Mill. var. inermis 
Rehder, Z. vulgaris Lamark var. spinosus Bunge [7, 
10, 24, 32, 40, 71, 108].

Rosaceae (9): Amygdalus communis L., Armeniaca 
mume Siebold, Crathaegus oxyacantha L., C. 
monogyna Jacq., Filipendula ulmaria (L.) Maxim., 
Laurocerasus officinalis M. Roem,  Padus serotina 
(Ehrh.) Agardh., Potentilla argentea L., Rubus 
brasilensis Marit [7, 10, 14, 15, 20, 26, 34, 35, 40, 
71, 109, 110].

Rubiaceae (5): Asperula odorata L., Galium 
odoratum (L.) Scop., G. verum L., Sarcocephalus 
latifolius (Sm.) E.A. Bruce, Uncaria rhynchophylla 
(Miq.) Jacks [7, 15, 18, 25, 71, 111].

Rutaceae (6): Casimiroa edulis Llave et Lex., 
Citrus aurantium L. subsp. amara L., C. paradisi var. 
Duncan, C. sinensis (L.) Osbeck., Ruta chalepensis 
L., R. graveolens L. [7, 10, 14, 15, 18, 71, 104, 112–
114].

Sаlicaceae (3): Sаlix alba L., S. caprea L., S. 
purpurea L. [14, 15].

Salvadoraceae (1): Salvadora persica L. [115].
Sapindaceae (2): Euphoria longana Lam., 

Lecaniodiscus cupanioides Planch. [7, 40, 116].
Schisandraceae (1): Schisandra chinensis (Turcz.) 

Bail. [117].
Scrophulariaceae (2): Bacopa monnieri (L.) Penn., 

Linaria vulgaris Mill. [7, 34, 77].
Simaroubaceae (1): Eurycoma longifolia Jack 

[7, 40].
Solanaceae (6): Datura innoxia Mill., Hyoscyamus 

niger L., Physalis alkekengi L., Scopolia carniolica 
Jacq., Solanum nigrum L., Withania somnifera (L.) 
Dunal. [7, 10, 14, 15, 18, 20, 40, 71].

Theaceae (2): Ternstroemia pringlei (Rose) Standl., 
T. sylvatica Schltdl. et Cham. [104, 118, 119].

Tiliaceae (4): Tilia americana L., T. cordata Mill., 
T. plathyphyllos Scop., T. tomentosa Moench [15, 
18, 40, 60, 71, 120–122].

Turneraceae (1): Turnera aphrodisiaca Ward. 
[7, 18, 123].

Valerianaceae (9): Centranthus ruber (L.) DC., 
Nardostachys jatamansi D.C., Patrinia intermedia 
(Hornem.) Roem et Schult., P. scabiosoefolia Fisch., 
Valeriana edulis ssp. procera Mey, V. japonica 
Miq., V. officinalis L., V. thalictroides Graebn., 
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V. wallichii DC [7, 10, 14, 15, 18, 26, 34, 35, 37, 71, 
92, 124-128, 134, 226-228].

Verbenaceae (7): Aloysia polystachya (Griseb.) 
Moldenke, A. triphylla (L’Herit.) Britt., Lantana 
trifolia L., Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton et 
P.Wilson, L. citriodora Kunth, Verbena officinalis L., 
Vitex negundo L. [7, 15, 18, 20, 24, 71, 129–132].

Vitaceae (1): Cissus sicyoides L. (CS) [133].
Zingiberaceae (1): Zingiber officinale Rosc. [7, 

32].
Zygophyllaceae (1): Peganum harmala L. [15].

Fungi, Eumycota — Царство Гриби

Clavicepitaceae (1): Claviceps purpurea Tulasne 
[10, 14, 15].

Ganodermataceae (2): Ganoderma lucidum (Curtis) 
P. Karst., G. tsugae Murrill [63].

Polyporaceae (1): Poria cocos F.A. Wolf [10, 20, 
32].

В експерименті седативну дію встановлю-
ють на стресованих тваринах переважно за 
методом «відкрите поле», анксіолітичну – за 
тестом хрестоподібного піднесеного лабірин-
ту та за іншими методиками [7, 34, 36, 39, 226]. 
Доцільно докладніше розглянути особливості 
психотропних властивостей окремих ЛР як на 
прикладі видів, добре відомих своєю седатив-
ною активністю, так і на прикладі видів, для 
яких ці ефекти є дещо несподіваними.

Типовим представником першої групи ви-
дів є собача кропива п’ятилопатева (Leonurus 
quinquelobatus). Її седативну активність доведено 
у багатьох дослідженнях [10, 15, 26, 34]. У дозах, 
менших за седативні, витяги з даної рослинної 
сировини виявляють анксіолітичний ефект. Це 
стосується також масляного екстракту трави 
(іридолу) в дозах 0.6 мг/кг та 1.2 мг/кг, у пере-
рахунку на вміст суми іридоїдів [70].

Пасифлора червонувата (Passiflora incarnatа)  
(Passifloraceae) також відома своїми седатив-
ними, а також снодійними та спазмолітични-
ми властивостями. Анксіолітичну дію виявля-
ють водний і водно-спиртовий екстракти над-
земної частини ((375-400) мг/кг); метанольний 
екстракт листя (100 мг/кг), пагонів (125 мг/кг), 
квіток (200 мг/кг) і всієї рослини (300 мг/кг) [7, 
10, 14, 15, 18, 26, 34, 35, 37, 40, 71, 91-95, 101]. Для 
дії ЛР роду Passiflora L. встановлено численні 
фітофармакологічні особливості. Так, корені 
та квітки Passiflora incarnata розглядають як 
недоцільні домішки, наявність яких у вихідній 
сировині призводить до збільшення ефектив-
ної анксіолітичної дози препарату [94]. Водний 
екстракт Passiflora edulis. виявляє анксіолітич-
ний ефект без впливу на координацію рухів, 
тим часом як флавоноїдна фракція зменшує 

тривожність тварин, але в той же час порушує 
координацію [60]. Анксіолітичні дози екстракту 
надземної частини Passiflora edulis f. flavicarpa  
залежать від екстрагенту (для спиртового екс-
тракту (300-400) мг/кг, для водного екстракту 
(200-300) мг/кг, для бутанольного екстракту 
125 мг/кг та 200 мг/кг ), при збільшенні дози 
дія змінюється на седативну (бутанольний екс-
тракт у дозі 300 мг/кг) [100].

Препарати валеріани лікарської (Valeriana 
officinalis) виявляють загальну пригнічувальну 
дію на ЦНС, мають добре відомі седативні влас-
тивості. Анксіолітичну активність виявляє спир-
товий екстракт (3 мл/кг) [10, 14, 15, 18, 26, 35, 37, 
71, 92, 124, 134], а також метанольний екстракт 
і фракція етанольного екстракту (патентований 
екстракт «phyotofin Valerian 368»), що додатко-
во зменшує депрессивність тварин [135].

Проте психотропні властивості лікарських 
рослин часто дисоціюють. Так, у женьшеню 
(Panax ginseng) добре відома стимулювальна 
дія на ЦНС сполучається з анксіолітичною. 
Транквілізувальний вплив властивий екстракту, 
одержаному при дії високих температур, та йо-
го бутанольній фракції (50 мг/кг); бутанольній 
фракції екстракту, одержаного при температурі 
(98-100) °С (100 мг/кг); порошку кореню (300 мг/
кг; 600 мг/кг і 1200 мг/кг, внутрішньошлунково) 
[7, 29-31]. БАР Panax quinquefolium модулюють 
вплив лігандів ГАМК-А-рецепторів, посилюють 
ГАМК-ергічну нейротрансмісію [33].

Гінкго дволопатевий (Ginkgo biloba) має за-
гальновідомі ноотропні та церебропротектор-
ні властивості, але поряд із психоаналептич-
ними виявляє і психолептичні ефекти. Анксі-
олітична дія виявляється за тестами хрестопо-
дібного піднесеного лабіринту (екстракт у дозі 
(63-1000) мг/кг, максимальна дія визначається 
в дозі 125 мг/кг), споживання води, що кара-
ється ((500-1000) мг/кг у шлунок), і соціальної 
взаємодії (96 мг/кг). Вона не блокується флума-
зенілом. Седативний ефект гінкго доведено у 
вищих дозах у тесті «відкрите поле» (екстракт, 
(500-1000) мг/кг у шлунок) [7, 18, 40, 64, 65].

Хвощ польовий (Equisetum arvense) має не 
лише добре відомі сечогінні та в’яжучі [10], 
але й седативні властивості (водно-спиртовий 
экстракт у дозах 200 мг/кг і 400 мг/кг) [50].

Препарати звіробію звичайного (Hypericum 
perforatum) характеризуються не тільки про-
тизапальною, антимікробною, антидепресив-
ною, але й психолептичною дією. Анксіолітич-
ний ефект, пов’язаний із впливом на ГАМК-
А-бензодіазепін-барбітуровий рецепторний 
комплекс, за різними тестами виявляють стан-
дартизований екстракт (300 мг/кг при курсово-
му введенні у шлунок) і метанольний екстракт 
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Таблиця

Біологічно активні речовини рослинного походження, що виявляють седативну, анксіолітичну та 

спряжені види фармакологічної активності

Група біологічно активних речовин Представник

аліфатичні вуглеводні та їх глікозиди 2-метил-3-бутен-2-ол

монотерпени

валтрат, ацетоксивалтрат, балдриналь, гомобалдриналь
валеренова кислота
ізопулегол
β-каріофіллен
β-кубібен
лімонен
міоцен
(R)-(–)-ліналоол
непеталактон 
непеталова кислота 
пеоніфлорин
β-селінен
цитраль

сесквітерпенові лактони
лактукопікрин
лактуцин 

дитерпени гінкголід А

тритерпени

α-амірин, -амірин
гальфімін B 
гінсенозид Rb1 (per se та разом із гінсенозидами Rg5 та Rk), 
гінсенозид Rg3, гінсенозид Rh2
сайкогенін А

стероїди β-ситостерол
похідні бензопірану баракол

похідні α-пірону
дигідростирил-2-пірони та стирил-2-пірони Polygala sabulosa
кава-лактони Piper methysticum

похідні γ-пірону
мальтол, етилмальтол 
якаранон 

прості феноли

похідні гінгколової кислоти – 6-алкілсаліцилати 
(n-тридецил-, n-пентадецил-, n-гептадецил-, n-пентадецинил-, 
n-гептадецинил-саліцилати) 
розавін 
салідрозид
сирингін 

гідроксикоричні кислоти та їх похідні
кавова кислота
розмаринова кислота

(10 мг/кг внутрішньоочеревинно); при збіль-
шенні дози до 200 мг/кг останній спричинює 
седацію [7, 40, 59-62]. Слід зазначити, що анало-
гічне явище (поява седативної дії при введенні 
фітопрепаратів у дозах, вищих за анксіолітич-
ні) описано у багатьох вищецитованих роботах 
і може розглядатися як загальна закономірність 
дії рослинних засобів.

2. Біологічно активні речовини, що 

забезпечують седативну, анксіолітичну та 

спряжені види фармакологічної активності 

лікарських рослин, механізми їхньої дії

Питання щодо діючих речовин психотроп-
них ЛР заслуговує на докладний розгляд. БАР 

ЛР, що наведено у даному огляді, ілюстративно 
узагальнено в Таблиці.

Так, велику увагу на сьогодні привертають 
рослинні фенольні сполуки, насамперед фла-
воноїди, психотропна активність яких є зна-
чно менш відомою порівняно з іншими ефек-
тами (такими як антиоксидантні, протизапаль-
ні тощо). Анксіолітичні властивості флавоної-
дів вперше встановлені Paladini A.C. із співавт 
у 1990 році. Флавоноїди та їх напівсинтетичні 
аналоги є лігандами бензодіазепінових сайтів 
ГАМК-рецепторів [37, 38, 139-144]. Ряд таких 
сполук виділено із ЛР, що використовують для 
усунення тривожності у народній медицині. 
Аментофлавон – перша відома речовина, що 
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не містить у молекулі атому азоту, з високою 
афінністю до бензодіазепінових рецепторів in 
vitro [139, 140]. Біфлавоноїди Ginkgo biloba – 
похідні аментофлавону: білобетин, гінкгетин, 
ізогінкгетин та сціадопітизин мають набагато 
менший афінітет до цих рецепторів. Перший 
мономерний флавоноїд, високоафінний до 
бензодіазепінових рецепторів та активний in 
vivo – хризин (виділений із Passiflora coerulea), 
близький за анксіолітичною дією до діазепаму, 
але вигідно позбавлений седативної та міоре-
лаксантної активності в анксіолітичних дозах 
[37, 140, 141]. Аналогічні властивості мають сам 
флавон [140, 141], 6-гідроксифлавони [142], апі-

генін [37, 38, 140, 141] та його похідні, наприклад 
6-метилапігенін [146]. У дозі 2 мг/кг апігенін за 
анксіолітичною дією наближується до діазепа-
му. Значний седативний ефект з’являється у ви-
щих дозах ((1525) мг/кг), за яких анксіолітична 
активність зменшується [38, 123]. Таким чином, 
деякі флавоноїди мають подібний до бензодіа-
зепінів механізм дії за більш сприятливої роз-
біжності анксіолітичних та седативних доз.

Лігандами бензодіазепінових рецепто-
рів також є гіспідулін [147], 6,2'-дигідрокси-
5,7,8,6'-тетраметоксифлавон [148], лютеолін-
7-диглюкуронід [129], вогонін [149], байкалін 
і байкалеїн [76].

флавоноїди

6-метилапігенін
6-гідроксифлавон
аморфін
апігенін
байкалін
вогонін
(–)-геспередин
діокленол
ізоорієнтин
кемпферол
лінарин
лютеолін
лютеолін-7-диглюкуронід
орієнтин
скутелярин
флавон
хризин
цирсиліол

лігнани, неолігнани та їх похідні
гонокіол
обоватол
янгамбін

дифеноли магнолол
інші фенольні сполуки Δ-транс-тетрагідроканнабінол

алкалоїди й аміди

алстонін  
берберин
L-дицентрин 
D-ізокоридин
коринолін
нуциферин
протопін
піперин 
піплартин
санйонін-А 
скополамін
тетрагідроберберин
d,l-тетрагідропальматин

нуклеозиди аденозин
амінокислоти ГАМК
похідні тираміну рипарин I, рипарин II, рипарин III

Таблиця (продовження)
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Незважаючи на структурну подібність люте-
оліну до анксіолітичних флавоноїдів апігеніну, 
хризину та вогоніну, він має низьку афінність 
до бензодіазепінових сайтів ГАМК-рецепторів. 
Водночас, анксіолітичні властивості лютеоліну 
доведено in vivo, тому вірогідний вплив на інші 
нейротрансміттерні системи або взаємодія ме-
таболітів лютеоліну з ГАМК-рецепторами [150]. 
Структурному аналогу апігеніну кверцетину, а 
також кемпферолу не властива анксіолітична 
дія та здатність до зв’язування із зазначеними 
рецепторами [121, 140, 143]. Проте [21] вказує 
на анксіолітичну дію кемпферолу, яку усуває 
флумазеніл.

Серед флавоноїдів є не тільки агоністи, але й 
антагоністи бензодіазепінових рецепторів, мож-
лива селективність щодо їх підтипу. Байкалін, 
що у дозах (7.5-30) мг/кг виявляє анксіолітичний 
ефект in vivo без седації та міорелаксації [137], 
переважно виявляє афінність до α-2 та α-3 суб-
типів ГАМК-А-рецепторів (на відміну від діазе-
паму, що впливає переважно на α-1 та α-5 суб-
типи) [151]. Цирсиліол є частково селективним 
відносно бензодіазепінових рецепторів типу I 
[152]. 5,7,2’-тригідрокси-6,8-диметоксифлавон 
та вогонін – часткові агоністи [140, 148, 153], 
останній виявляє анксіолітичну активність без 
седації та міорелаксації [154], що блокується 
антагоністом бензодіазепінових рецепторів 
флумазенілом [149]. Флавоноїд ороксилін A є 
селективним антагоністом бензодіазепінових 
рецепторів типу II (зменшує зв’язування флу-
нітразепаму), у дозах (3.75-60) мг/кг не змі-
нює поведінкові реакції тварин, чутливі до дії 
бензодіазепінів, селективно усуває вплив діа-
зепаму на координацію рухів і його анксіолі-
тичний, міорелаксантний, але не седативний і 
протисудомний ефекти [140, 153]. Скрофуле-
їн та динатин є антагоністами та частковими 
агоністами бензодіазепінових рецепторів без 
анксіолітичної та седативної дії [143, 144, 155]. 
Згідно з [154] виявлено 17 похідних флавоної-
дів, що пригнічують зв’язування [3H]діазепаму 
з бензодіазепіновими рецепторами, найактив-
нішим антагоністом є 6-метилфлавон (конку-
рентний інгібітор).

Слід зазначити, що в одному виді лікарської 
рослинної сировини можуть бути наявними 
сполуки різноспрямованої психотропної дії. 
Кінцевий результат взаємодії такої суми БАР 
із організмом буде обумовлений численними 
факторами, у тому числі фармакокінетичними. 
Наприклад, серед психотропних флавоноїдів 
Scutellaria baicalensis Georgi., що міститься у 
вищенаведеному переліку седативних та анк-
сіолітичних ЛР, наявні як агоністи, так і анта-

гоністи бензодіазепінових рецепторів, що роз-
глянуто в [140, 153].

Значну увагу привертають алостеричні сай-
ти ГАМК-А-бензодіазепін-барбітурового рецеп-
торного комплексу, відмінні від бензодіазепіно-
вих рецепторів. При цьому вплив деяких фла-
воноїдів, у тому числі анксіолітичних, на даний 
комлекс є неоднозначним. Кверцетин, апігенін, 
морин, хризин і флавон інгібують відповіді, зу-
мовлені α(1)β(1)γ(2s)ГАМК(A) та rho(1)ГАМК(C) 
рецепторами. Анксіолітичні та седативні фла-
воноїди, такі як хризин та апігенін не потенцію-
ють відповідь α(1)β(1)γ(2s)ГАМК(A)-рецепторів, 
але виявляють антагонізм із ними [156]. Апі-
генін зв’язується із центральним сайтом бен-
зодіазепінового рецептору, але в подальшому 
зменшує вхід Cl-, індукований ГАМК. Тому він 
закономірно зменшує латентний період судом, 
спричинених пікротоксином. При внутрішньо-
очеревинному введенні щурам апігенін знижує 
локомоторну активність, але не виявляє анксі-
олітичної дії в дослідах [157] на відміну від ре-
зультатів, зазначених у [38, 123, 141].

Модулюють вплив лігандів ГАМК-А рецепто-
рів і збільшують ГАМК-ергічну нейротрансмісію 
стереоізомери 3-ацетоксі-4’-метоксифлавану 
(α(1,2,3,5)β(2)γ(2L) та α(1)β(2) ГАМК-А рецепто-
ри) [158], гіспідулін [147], геспередин [146, 159]. 
Анксіолітичний ефект останнього також обу-
мовлений взаємодією з аденозиновими рецеп-
торами [146, 159]. Помірну аффінність до цих 
рецепторів має також напівсинтетичний фла-
воноїд 6,3’-динітрофлавон [143-145]. Геспери-
дин і лінарин виявляють седативну активність і 
покращують сон [126, 134, 160]. Седативну дію 
виявляють також цирсиліол [152], скутелярин 
та аморфін [34], анксіолітичну – діокленол [53], 
орієнтин та ізоорієнтин (при збільшенні дози 
дія змінюється на седативну) [100, 161].

С-флавоноїдний глікозид спінозин посилює 
дію барбітуратів через серотонінергічні меха-
нізми, а саме через 5-HT(1a) рецептори [162].

Із флавоноїдами певною мірою пов’язують 
анксіолітичну дію таких ЛР: Chamomilla recutita 
(апігенін) [38], Turnera aphrodisiaca (апігенін) 
[123], Valeriana officinalis та Valeriana wallichii 
(6-метилапігенін, гесперидин, лінарин) [104, 134, 
146, 160], Scutellaria lateriflora (байкалін і байка-
леїн) [76], Tilia americana var. mexicana (тіліро-
зид, кверцетин, кверцитрин, кемпферол та їх 
глікозиди) [122], Cecropia glazioui (орієнтин, ізо-
орієнтин) [7], а також Cissus sicyoides (CS) [133], 
Stachys lavandulifolia [73], Passiflora incarnatа 
[91], Erytrina velutina [7], Aethusa cynapium L. 
[16], Apocynum venetum L. (анксіолітичну дію 
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екстракту цієї ЛР блокує антагоніст 5-HT(1а) 
рецепторів) [21].

Серед інших фенольних сполук також на-
явні речовини із верифікованою психотроп-
ною дією. Так, серед простих фенолів анксіо-
літичну дію виявляють розавін і сирингін [28], 
седативно-гіпнотичну – салідрозид [163]. Ан-
тидепресивний та анксіолітичний ефекти до-
ведено для розмаринової та кавової кислот (та 
екстракту Perilla frutescens Britton var. acuta, що 
їх вміщує), механізм обох ефектів пов’язаний із 
модуляцією α1А-адренорецепторної медіатор-
ної сигнальної трансдукції [80]. Етиловий ефір 
кавової кислоти є лігандом бензодіазепінових 
рецепторів [140, 152]. 4-гідроксибензиловий 
спирт та 4-гідроксибензальдегід спричиня-
ють анксіоліз через дію на бензодіазепінові, 
ГАМК-А та 5-HT(1a)-рецептори [7]. Пеонол із 
Paeonia × suffruticosa Andrews за вираженістю 
анксіолітичної дії в експерименті наближаєть-
ся до діазепаму [7].

У похідних фуранокумарину – фелоптери-
ну, б’якангеліколу, імператорину – виявлено 
афінність до ГАМК-А-рецепторів. Найбільш 
активним є фелоптерин – частковий агоніст 
бензодіазепінових рецепторів ГАМК-А комп-
лексу, що інгібує зв’язування з ними [3H]діа-
зепаму [155].

Седативний ефект виявляє також лігнан ян-
гамбін [164]. Анксіолітична дія похідного лігна-
нів обоватолу реалізується через активацію Cl–-
каналів, пов’язаних із ГАМК-А-бензодіазепін-
барбітуровим рецепторним комплексом [165]. 
Із цим самим коплексом асоційована анксіолі-
тична, седативна, міорелаксантна активність 
неолігнану гонокіолу (із Magnolia officinalis) 
[166]. Вірогідна взаємодія гонокіолу з невідо-
мим дотепер сайтом зазначеного комплексу, 
модуляція відповіді на зв’язування ГАМК (під-
вищення афінності). Результатом є активація 
Cl–-каналів, подібна до впливу діазепаму [155]. 
У той же час відомо, що антагоніст бензодіазе-
пінових рецепторів флумазеніл блокує анксі-
олітичну дію гонокіолу. Аналогічні гонокіолу 
властивості виявляє дифенольна сполука маг-
нолол [155, 166]. Для лігнану гідроксипінорезі-
нолу встановлено афінність до бензодіазепіно-
вих рецепторів [134].

Седативний ефект Cannabis sativa пов`я за ний 
із канабіноїдами (тетрагідроканабінолом, канабі-
діолом) й асоцийований із системою простаної-
дів. Седативна дія Δ’-транс-тетрагідроканабінолу 
та препаратів зазначеної ЛР блокується аспіри-
ном, відновлюється за введення ПГ E2 [167].

Дитерпенові хінони Salvia multiorrhiza змен-
шують зв’язування флунітразепаму із бензо-

діазепіновими рецепторами. Особливо актив-
ним є мілтірон, що, на відміну від діазепаму, 
є частковим агоністом бензодіазепінових ре-
цепторів [168].

Численні ЛР із вищенаведеного перелі-
ку є джерелом ефірних олій. Ефірні олії ЛР 
роду Citrus, ЛР родини Lamiaceae (Lavandula 
angustifolia, Mentha sp., Melissa sp.) та інших ро-
дин (Aloysia sp., Cymbopogon citrates), а також 
препарати Cissus sicyoides L. використовуються 
для усунення тривожних станів [18, 133, 169]. 
В експерименті підтверджено анксіолітичні 
властивості компоненту цих ЛР монотерпеної-
ду ліналоолу, не пов'язані зі впливом на ГАМК-
рецептори та властиві (R)-(-)-ліналоолу, але не 
(S)-(+)-ліналоолу [170, 171]. Ліналоол також 
пригнічує глутаматергічну нейротрансмісію 
у ЦНС і виявляє седативну дію [169]. Активні 
анксіолітичні БАР Annona cherimola Mill., по-
ряд із ліналоолом, – β-каріофілен, β-селінен, 
β-кубібен [7].

У той же час, (+)-ментол і подібні за струк-
турою монотерпеноїди посилюють дію ГАМК, 
дія зменшується в ряду (+)-ментол > (-)-мен-
тол > (-)-борнеол >> (-)-ментон = енантіомери 
камфори > енантіомери карвону. (+)-ментол 
також збільшує вплив гліцину на його рецеп-
тори [172]. Вплив малих концентрацій ГАМК 
на рецептори та силу відповіді нейронів зрос-
тає у присутності (+)-борнеолу, (-)-борнеолу. 
Дія залежить від концентрації та не блокуєть-
ся флумазенілом; ізоборнеол, (-)-борнілацетат 
і камфора виявляють менш виражений вплив. 
За збільшення концентрації (+)- та (-)-борнеол 
прямо активують ГАМК-А-рецептори [173].

Седативну дію в експерименті виявляють 
цитраль, мірцен, лімонен [129], пеоніфлорин 
[174], анксіолітичну – ізопулегол [175], ефір-
на олія Angelica sinensis (Oliv.) Diels, що містить 
лігустілид [176].

Humulus lupulus традиційно застосовуєть-
ся як седативний засіб. Його активність мо-
же бути пов’язана з компонентом ефірної олії 
2-метил-3-бутен-2-олом, на вміст якого в пре-
паратах хмелю звичайного суттєво впливають 
технологічні фактори [177].

Ефірні олії кореневищ Acorus gramineus і ко-
ренів Valeriana officinalis пригнічують ГАМК-
трансаміназу [178, 179], що нарівні з глутаматде-
карбоксилазою визначає пул ГАМК. Відповідно, 
на тлі ефірної олії Acorus gramineus у тканинах 
мозку зростає рівень ГАМК та зменшується 
рівень глутамату [179]. БАР водного екстракту 
кореневищ даної ЛР специфічно зв’язуються із 
D1 та D2-рецепторами у стріатумі, що важливо з 
огляду на тісний взаємозв’язок між дофамінер-
гічною та ГАМК-ергічною системами [27].
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Седацію в експерименті спричиняють ефірні 
олії Acorus calamus [18], Acorus gramineus [179], 
Hyssopus officinalis [180], Lavandula angustifolia 
[180], Nepeta cataria [181], Valeriana officinalis 
[B182]; анксіолітичну – ефірні олії Angelica 
sinensis (Oliv.) Diels [18, 176], Citrus sinensis 
[183]; анксіолітичну та седативну – ефірні олії 
Citrus aurantium [112], Cymbopogon citratus [103], 
Lippia alba [129].

Важливість синергізму для виявлення фар-
макологічної активності рослинних препаратів 
добре ілюструє приклад Ocimum gratissimum 
Седативну дію виявляють ефірні олії цієї ЛР, 
отримані протягом всього періоду вегетації, 
протисудомну – тільки ефірні олії весняного 
збору, що містять значну кількість сесквітер-
пенів (основний – транс-каріофілен) поряд 
із основними компонентами евгенолом та 1,8-
цинеолом. При цьому, на відміну від ефірної 
олії, ці компоненти per se не чинять седатив-
ного ефекту, і, навіть у суміші, – протисудом-
ної дії. Тільки суміш евгенолу, 1,8-цинеолу та 
транс-каріофілену у співвідношеннях як у при-
родній ефірній олії весняного збору збільшує 
тривалість барбітурового сну [74,138].

Седативна дія властива сесквітерпеновим 
лактонам лактуцину та лактукопікрину (але 
не 11β,13-дигідролактуцину), що містяться в 
Lactuca virosa та Cichorium intybus [39].

Експериметально верифікована анксіолітична 
дія препаратів Ginkgo biloba, про яку йшлося ви-
ще, пов’язана із дитерпеноїдами, а саме з гінкго-
лідом А (але не з гінкголідом-B, гінкголідом-C та 
сесквітерпеном білобалідом). При цьому гінкго-
лід А відрізняється від сумарного екстракту гінк-
го відсутністю седації при збільшенні дози [64]. 
Водночас для гінкголідів А, B, С і білобаліду вста-
новлений антагонізм до α(1)β(2)γ(2L)-ГАМК(A) 
рецепторів, блокування прямої дії ГАМК [184]. 
Серед БАР гінкго анксіолітичний ефект в екс-
перименті також виявляють похідні гінкголо-
вої кислоти – 6-алкілсаліцилати (n-тридецил-, 
n-пентадецил-, n-гептадецил-, n-пентадециніл-
та n-гептадецинілсаліцилати) [185].

Вище також розглянуто анксіолітичні влас-
тивості препаратів коренів женьшеню. Вони 
можуть бути значною мірою асоцийовані із 
тритерпеновими сапонінами – гінсенозидами 
Rb1, Rg1, Rg5, Rg3 та Rh2, але не з Rg3-R та Rg3-S. 
Мішенями гінсенозидів Rg3 та Rh2 є ГАМК-А-
бензодіазепін-барбітуровий рецепторний комп-
лекс і серотонінові рецептори [29-31].

Значний седативний ефект in vivo встановле-
ний у тритепенового сапоніну сайкогеніну А та 
сумарної фракції сапонінів із коренів Bupleurum 
falcatum [17], гальфіміну B [186], сапонінів α-, 

β-aмірину, що також виявляють анксіолітичну 
дію, яка блокується флумазенілом [187].

Екстракти Souroubea sympetala (Marcgra-
viaceae) зменшують прояви тривожності in 
vivo, що асоційовано із бетуліновою кислотою 
(однак взаємозв’язок між вмістом цієї БАР і ви-
раженістю анксіолітичної дії не завжди є одно-
значним) [84].

Нор-секотритерпен гальфімін B селективно 
пригнічує дофамінергічні нейрони вентраль-
ної тегментальної ділянки у щурів, що реалі-
зується через вплив на K+-канали та ГАМК-А-
рецептори [7].

Терпенові сполуки є діючими речовинами 
препаратів Erytrina velutina [7], Cecropia glazioui 
[7], Stachys lavandulifolia [73]. Анксіолітичну дію 
Eurycoma longifolia пов’язують із квасиноїдами 
та іншими терпеноїдами [40].

У групі стероїдів перспективною для пси-
хофармакологічного вивчення сполукою є 
β-ситостерол. Він долучається до реалізації 
анксіолітичної та седативної дії неочищеного 
екстракту та фракції жирних кислот суцвіть 
Tilia americana [120]. Із гліковітанолідами асо-
циюють анксіолітичні властивості препаратів 
Withania somnifera [40].

Баракол, що є похідним бензопірану та міс-
титься у Cassia siamea, виявляє модулювальний 
вплив на дофамінергічну систему. Не змінюючи 
базальний рівень дофаміну та його метаболітів 
у стріатумі, він зменшує спричинене метамфе-
таміном вивільнення дофаміну та зростання 
його обігу, відповідно зменшується гіперактив-
ність тварин [40].

Серед похідних γ-пірону седативна дія влас-
тива мальтолу та етилмальтолу (виділеним із 
Passiflora incarnata L.) [188], седативна й анксі-
олітична – якаранону [119]. Седативний, сно-
дійний та анксіолітичний ефекти в експери-
менті виявляє етилацетатна фракція Polygala 
sabulosa A.W. Bennett. Анксіолітиками також є 
дигідростирил-2-пірони та стирил-2-пірони, що 
містяться у даній ЛР та структурно подібні до 
кава-лактонів. Ці сполуки взаємодіють із бен-
зодіазепіновими сайтами ГАМК-рецепторів, 
встановлено конкурентний характер взаємо-
дії зі значним зменшенням афінності, але не 
максимального ступіню зв’язування флунітра-
зепаму [105].

Кава-лактони — похідні α-пірону — є осно-
вними діючими речовинами Piper methysticum, 
забороненого до застосовання в Україні через 
гепатотоксичність [95]. Однак механізми дії 
цієї ЛР є настільки полімодальними, а спектр 
психотропної дії доволі своєрідним (транкві-
лізувальний ефект не тільки без ознак седації, 
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але й без погіршення когнітивних функцій), із 
відповідно давньою історією застосування, що 
не можна не зупинитися на стислому розгляді 
властивостей Piper methysticum. Кава-лактони 
у концентраціях, що досягаються in vivo, впли-
вають на ГАМК-А-бензодіазепін-барбітуровий 
рецепторний комплекс, а також на Na+-канали 
й Ca2+-канали [37, 189-192]. (+)каваїн, (+)ди-
гідрокаваїн, (+)метистицин, (+)дегідрометис-
тицин, янгонін збільшують ступінь зв’язування 
лігандів із ГАМК-А-рецептором, що не обумов-
лено взаємодією із бензодіазепіновим сайтом 
[189]. Екстракт Piper methysticum із високим 
вмістом лактонів виявляє аналогічну дію, при-
чому збільшується кількість сайтів зв’язування, 
а не афінність [190]. Крім того, БАР даної ЛР 
здатні впливати на іонні канали. (±)каваїн та 
(+)метистицин взаємодіють із потенціалза-
лежними Na+-каналами та пролонгують їх 
неактивний стан [190]. Каваїн, дигідрокаваїн, 
дигідрометистицин неконкурентно інгібують 
зв’язування агоністів із рецепторним сайтом 
2 потенціал-залежних Na+-каналів [192]. Кава-
їн і метистицин протидіють активації NMDA-
рецепторів та/або потенціал-залежних Ca2+-
каналів [193]. Крім того, кава-лактони вплива-
ють на зворотнє захоплення норадреналіну та 
активність МАОB – ці механізми асоційовані 
переважно з антидепресивною дією, однак мо-
жуть долучатися й до усунення тривожності. 
За вираженістю дії кава-лактони значно по-
ступаються класичним антидепресантам, про-
те за розглянутого поєднання механізмів віро-
гідна адитивна дія, потенціювання [37]. Лак-
тони Piper methysticum виявляють складний і 
неоднозначний вплив на дофамінергічну сис-
тему, характер впливу залежить від сполуки, 
дози та структури мозку [37]. Так, D,L-каваїн 
знижує рівень дофаміну в nucleus accumbens, 
при збільшенні дози не впливає на нього або 
збільшує його рівень. Дезметоксіянгонін збіль-
шує рівень дофаміну в nucleus accumbens, ян-
гонін – різко зменшує [37]. Метанольні екс-
тракти листя та коренів Piper methysticum ви-
являють афінність до D2-рецепторів, а також до 
гістамінових рецепторів H1 та H2 [194]. Саме 
антагонізм із дофаміном може бути причиною 
побічної дії Piper methysticum – дискінезії, екс-
трапірамідних ефектів, зареєстрованих у кліні-
ці [37]. D,L-каваїн зменшує рівень серотоніну в 
nucleus accumbens [37]. (+)-Каваїн пригнічує 
ЦОГ та утворення тромбоксану A2 [195]. Ак-
тивність останнього не обмежується впливом 
на гемодинаміку, він наявний у тканинах моз-
ку й, можливо, інгібує ГАМК-A рецептори [37]. 
Слід зазначити, що механізми психотропної дії 

фітопрепаратів, пов’язаної із системою проста-
ноїдів, досліджено недостатньо, хоча вплив на 
синтез тромбоксану властивий багатьом фіто-
препаратам [196].

Седативний ефект виявляє протопін, один 
із найбільш поширених алкалоїдів, а також те-
трагідроберберин і dl-тетрагідропальматин, 
l-тетрагідропальматин (ротундин), D-ізо ко ри-
дин, L-дицентрин, коринолін [174]. D,l-тет ра-
гі дропальматин є лігандом бензодіазепінових 
рецепторів, впливає на дофамінергічну систе-
му та виявляє також анксіолітичну дію (в до-
зах, менших за седативні) [140]. Анксіолітичні 
властивості встановлені також для берберину 
[197], піплартину [198], седативні – для скопо-
ламіну  [199], піперину [200]. Берберин змен-
шує серотонінергічні впливи, оскільки акти-
вує соматодендритичні 5-HT(1a)-рецептори та 
інгібує постсинаптичні 5-HT(1a)- та 5-HT(2)-
рецептори [197].

Серед алкалоїдів наявні сполуки зі впливом 
на ГАМК-А-бензодіазепін-барбітуровий рецеп-
торний комплекс. Найвідомішим є d-бікукулін –  
антагоніст сайту зв’язування ГАМК (аналогічні 
властивості у сонгорину), що закономірно не має 
клінічного значення [140]. Спиртовий екстракт 
трави чистотілу посилює зв’язування [3H]мусци-
молу з рецепторами ГАМК-комплексу, але при 
збільшенні концентрації посилення змінюється 
інгібуванням. Алостерична модуляція ГАМК-
комплексу не пов’язана з бензодіазепіновими 
рецепторами і переважно обумовлена протопі-
ном, синергістами є алокриптопін і стилопін. У 
той же час, хелеритрин і сангвінарин інгібують 
зв’язування мусцимолу, однак їх вміст в екс-
тракті трави чистотілу у 500-1000 разів нижчий 
за необхідний для впливу на ГАМК-комплекс. 
Тому залишається відкритим питання про ме-
ханізм психотропної активності сумарних ви-
тягів чистотілу [201].

ЛР родини Аnnonaceae (Annona muricata та 
інші) виявляють седативну дію завдяки апорфі-
новим алкалоїдам [202]. Потенціюють гексобар-
біталовий сон фракції, одержані із плодів ююби 
(Zizyphus vulgaris Lamark var. spinosus), цикло-
пептидний алкалоїд санйонин-А та апорфіновий 
– нуциферин (дія цих речовин є адитивною), 
але не апорфіновий алкалоїд зізіфузин і тетра-
гідробензилізохіноліновий – коклаурин. Згід-
но зі старовинною китайською Materia Medica 
обжарювання плодів ююби посилює їх снодій-
ні властивості. Це підтверджено сучасними до-
слідами: показано, що після термічної обробки 
циклопептидні алкалоїди перетворюються на 
більш активні стереохімічні ізомери [108].

Основний компонент Zizyphus vulgaris Lamark 
var. spinosus ююбозид A зменшує глутматергіч-
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ну трансмісію у гіпокампі через пригнічення 
кальмодуліну та Na+-каналів [40].

Потенціювання дії барбітуратів алкалої дом 
тетрандрином посилюється при дії 5-гідро кси-
триптофану. У присутності тетрандрину інгі-
бітор триптофангідроксилази не виявляє ан-
тагонізму із барбітуратом відносно снодійної 
активності [86].

Індольний алкалоїд альстонін – основний 
компонент багатьох ЛР родини Apocynaceae, що 
використовуються в емпіричній медицині Аф-
рики при психічних розладах. Альстонін виявив 
анксіолітичну активність, асоційовану із впли-
вом на серотонінові рецептори (5-HT(2A/2C)), а 
також на глутаматні NMDA-рецептори [203].

Седативна й анксіолітична активність влас-
тиві похідним тираміну – рипарину I, II, III (із 
плодів Aniba riparia [204].

Слід зазначити, що речовини медіаторної дії 
можуть міститися у рослинних джерелах, але 
активність таких фітопрепаратів значною мірою 
буде залежати від фармакокінетичних чинників. 
Так, анксіолітичну дію Euphoria longana (30 мг/кг 
підшкірно) обумовлено аденозином [205]. Ак-
тивність екстракту Nigella sativa, що підвищує 
трансмісію інгібіторних амінокислот (ГАМК, 
гліцин) і знижує — стимулювальних (глутамат, 
аспартат) у синапсах, певною мірою може бути 
асоційована з амінокислотами, які наявні в екс-
тракті [107]. У складі деяких ЛР наявна ГАМК, 
наприклад вона міститься у значній кількості в 
екстрактах Passiflora incarnata, що збільшують 
ГАМК-А-потенціал у пірамідних нейронах гіпо-
кампу in vitro (проте протисудомна активність 
екстрактів не корелює зі вмістом ГАМК) [206]. 
ГАМК поряд із глутаміном є однією з діючих 
речовин Scutellaria lateriflora [76]. І, зрештою, 
класичні седативні засоби – препарати валері-
ани лікарської – містять ГАМК у значній кіль-
кості [37, 207]. Однак дискусійним залишається 
питання щодо виявлення даних ефектів in vivo 
з огляду на проникність гематоенцефалічного 
бар’єру. Вважають можливим внесок глутамі-
ну, але не ГАМК [37, 207], проте [206] вказує на 
проходження ГАМК крізь мембрани гематоен-
цефалітного бар’єру, а також ШКТ.

3. Важливість синергізму для 

виявлення седативної, анксіолітичної 

та спряжених видів фармакологічної 

активності лікарських рослин, значення 

біофармацевтичних чинників

Синергізм БАР психотропних ЛР може ви-
являтися як на рівні фармакокінетики, так і 
на рівні фармакодинаміки [37, 92, 95, 134, 136]. 
Так, наприклад, виражений анксіолітичний 

ефект спостерігається при сумісному засто-
суванні флавоноїду байкаліну та алкалоїду dl-
тетрагідропалматину в субанксіолітичних дозах 
[137]. Седативна активність властива ефірній 
олії Ocimum gratissimum й відсутня в основних 
її компонентів за їх введення per se [138]. 

Синергізм БАР фітопрепаратів значною мі-
рою обумовлює неефективність спроб виділен-
ня однієї речовини або фракції, що перевищує 
за активністю сумарний препарат багатьох ЛР 
(у тому числі ЛР із впливом на ЦНС – валері-
ани, собачої кропиви, женьшеню, лимоннику, 
елеутерококку) [136].

З іншого боку, із ЛР виділено ряд сполук, що 
дозволили принципово змінити уявлення щодо 
розвитку патологічних процесів і шляхів впли-
ву на їх розвиток. Серед таких сполук багато 
нейротропних (морфін, скополамін, резерпін, 
кофеїн, каваїн тощо). 

Тому увага фітофармакології спрямована як 
на дослідження особливостей дії сумарних пре-
паратів ЛР та їх біофармацевтичних закономір-
ностей, так і на визначення діючих речовин та 
їх внесок в активність фітопрепаратів.

Наприклад, екстрактам Valeriana officinalis 
властива різноманітність механізмів впливу на 
ЦНС [37], яку доцільно розглянути докладніше 
з огляду на своєрідність синергідної компози-
ції та велике практичне значення рослини. Так, 
екстракти валеріани лікарської, одержані за 
допомогою неполярних розчинників, посилю-
ють відповідь ГАМК-А-рецепторів, на відміну 
від витягів, отриманих екстракцією полярними 
розчинниками. Модуляцію відповіді ГАМК-А-
рецепторів асоціюють із валереновою кисло-
тою [208], що діє на β(2/3) субодиницю ГАМК-А 
рецептора (аналогічні властивості виявлено у 
похідних валеренової кислоти) [209]. Екстра-
кти Valeriana officinalis у низьких концентра-
ціях збільшують зв’язування флунітразепаму 
з бензодіазепіновими рецепторами, у висо-
ких – інгібують [210].  Валепотріати Valeriana 
alliariifolia активують синтез ГАМК: підвищу-
ють її рівень у тканинах мозку, зменшують кіль-
кість глутамату й аспартату, а також активність 
АсАТ [211]. Екстракт Valeriana officinalis стиму-
лює глутаматдекарбоксилазу [178], валеренова, 
валеренолова й ацетилвалеренолова кислоти 
пригнічуюють ферментативне розщеплення 
ГАМК [134]. Вплив БАР валеріани (Valeriana 
officinalis і V. adscendens) також реалізується 
на рівні синапсу: інтенсифікується вивільнення 
ГАМК із синаптосом, порушується її зворотнє 
захоплення, зменшується внутрішньоклітин-
ний вміст амінокислот-нейротрансміттерів у 
синаптосомах [210, 212]. Ефекти валеренової 



79

ФАРМАКОМ               4-2011
кислоти потенціює флавоноїд лінарин [126], 
дію гесперидину – 6-метилапігенін [146] (ці 
флавоноїди також збільшують ГАМК-ергічну 
нейротрансмісію, що розглянуто вище). БАР 
валеріани, у тому числі валеренова кислота, є 
агоністами 5-HT(5a) серотонінових рецепторів 
[213]. Валеренова кислота також сприяє ви-
явленню анксіолітичних властивостей ГАМК, 
яка міститься в екстракті валеріани лікарської 
[124], що розглянуто вище. У дослідах Murphy 
K. зі співавт. зіставний анксіолітичний ефект 
спостерігали при введенні щурам екстракту ва-
леріани (3 мл/кг), одночасного введення ГАМК 
і валеренової кислоти в дозах, відповідних їх-
ньому вмісту у дослідженій дозі екстракту (3.6 
мкг і 75 мкг, відповідно) або значно більшої дози 
(3 мг/кг) валеренової кислоти per se [123]. У ре-
алізації седативної дії валеріани беруть участь 
нелеткі монотерпеноїди валепотріати. Вони є 
прекурсорами гомобалдиналю, що зменшує 
спонтанну рухову активність тварин. Струк-
турно подібний до валепотріатів непеталак-
тон із Nepeta cataria також виявляє седативний 
ефект [181]. Ізовалтрат є агоністом аденозино-
вих рецепторів [214], лігнан гідроксипінорези-
нол – агоністом бензодіазепінових рецепторів 
[134]. Лігнан валеріани 4'-O-β-D-глікозил-9-O-
(6''-деоксисахарозил)-олівіл є частковим агоніс-
том A1-рецепторів [215], аналогічні властивос-
ті виявлено у екстрактів валеріани лікарської, 
одержаних за допомогою полярних розчинни-
ків, тимчасом як фракції, одержані за допомо-
гою неполярних екстрагентів, виявляють обо-
ротний антагонізм до зазначених рецепторів 
[214]. У екстрактів Valeriana officinalis встанов-
лено також афінність до 5-HT(4e), 5-HT(6) та 
5-HT(7)-рецепторів, а також до мелатонінових 
рецепторів ML1 та ML2 [216].

Таким чином, валеріана характеризується 
різноманіттям БАР седативної дії. Значна варіа-
бельність компонентів та їх кількісного вмісту, 
а також нестабільність деяких із них (напри-
клад валепотріатів) ускладнюють стандарти-
зацію препаратів валеріани. Водночас, велика 
кількість діючих речовин забезпечує надійність 
седативного ефекту [134].

За таких умов особливого значення набуває 
біофармацевтичний фактор. Так, in vitro вста-
новлено [217] суттєві розбіжності у вивільнен-
ні валеренової та гідроксивалеренової кислот 
із 5 різних видів таблеток, що містять витяги 
із валеріани. Сам вміст валеренової кислоти 
та її похідних, а також валепотріатів, у препа-
ратах даної ЛР, наявних на фармацевтичному 
ринку, є досить варіабельним [218]. Проаналі-
зовано доцільність використання валеренової 

кислоти як маркера у фармакокінетичних до-
слідженнях [219]. Обґрунтовано раціональну 
технологію промислового одержання твердих 
лікарських форм на основі сухих і густих екс-
тратів, а також ліпофільного комплексу вале-
ріани лікарської [227].

Крім валеріани лікарської, доцільно доклад-
но розглянути особливості ще однієї широко 
вживаної рослини із седативними властивос-
тями – собачої кропиви. Уявлення щодо її ді-
ючих речовин суперечливі. Найбільш імовір-
но, що це комплекс флавоноїдів, іридоїдів, ал-
калоїдів. У траві собачої кропиви ідентифіко-
вано такі флавоноїди: гіперозид, кверцитрин, 
квінквелозид, рутин, кверцетин, космосиїн, 
ізокверцитрин, 7-глюкозид кверцетину (квер-
цимеритрин), 5,4`-дигідрокси-7-метоксифлавон; 
алкалоїди леонурин, леонуридин (у сумі 0.4 %): 
протоалкалоїд стахідрин; іридоїди: галіридозид, 
гарпагід, 8-ацетилгарпагід, аюгол, аюгозид. Та-
кож містяться дитерпени (гіркота марубін), фі-
тол, тритерпен урсолова кислота (0.3 %), похід-
ні гідроксикоричних кислот, фенологлікозид, 
лавандуліфоліозид, дубильні речовини, ефір-
на олія ((0.003-0.09) %), до складу якої входять 
лімонен, ліналоол, каріофілен, α-гумулен, α-, 
β-пінен; органічні кислоти (у тому числі у ви-
гляді солей калію), сапоніни, смоли, вітамін С, 
токоферол (останній виявлено у румунській по-
пуляції) та каротиноїди [10, 15, 69, 220]. Іридоїди 
розглядають як одні з основних діючих речовин 
трави собачої кропиви [70]. Російский препа-
рат іридол – масляний екстракт із даної лікар-
ської рослинної сировини – стандартизовано 
за іридоїдами. Він виявляє анксіолітичну дію в 
експерименті. Ефективность іридолу доведено 
клінічно. Він підвищує ефективність комплек-
сної терапії артеріальної гіпертензії, що супро-
воджується психоемоційними порушеннями, 
дозволяє зменшити дози антигіпертензивних 
засобів. Дія настойки собачої кропиви порівня-
но з іридолом менш виражена [70, 221].

Отже, важливим сучасним завданням є вдо-
сконалення технології одержання фітопрепара-
тів, використання доцільних лікарських форм. 
У цьому контексті привертає увагу традиційна 
лікарська рослинна сировина із седативною та 
анксіолітичною дією – трава собачої кропиви 
[10, 26, 34], особливості фітохімічного складу та 
психотропної дії якої стисло розглянуто вище. 
Як і у випадку іридолу, йдеться про перехід від 
настойок до лікарських форм, що не містять 
етанолу. У цьому випадку проблема вибору екс-
трагенту стосується не лише хімічного складу 
витягу та обмеження контингенту хворих, які 
можуть його застосовувати, але й здатності 
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самого етанолу впливати на ЦНС та модулю-
вати вплив БАР ЛР [81]. Встановлено, що нова 
лікарська форма, що не містить етанолу, вигід-
но відрізняється від традиційної настойки со-
бачої кропиви меншою токсичністю, анксіосе-
лективністю транквілізувальної дії, відсутністю 
негативного впливу на координацію рухів, ког-
нитівні функції та фізичну витривалість [222].

Фітопрепарати можуть підвищувати безпеку 
комбінованої фармакотерапії. Так, валепотріати 
валеріани знижують тривожність тварин в умо-
вах відміни діазепаму (за тестом хрестоподібного 
піднесеного лабіринту) [223]. Геспередин вияв-
ляє синергізм із діазепамом, тому розглядають 
можливість його використання з метою змен-
шення дози бензодіазепінів [146]. Тризаміще-
не похідне бензофлавону, виділене з Passiflora 
incarnata, попереджує розвиток синдрому від-
міни бензодіазепінів (за визначенням локомо-
торної активності мишей, дія є дозозалежною 
у діапазоні доз (10–100) мг/кг) і не спричиняє 
синдрому відміни [224]. Водно-спиртовий екс-
тракт квіток Matricaria recutita L. (25 мг/кг вну-
трішньоочеревинно у профілактичному режи-
мі) зменшує прояви сидрому відміни морфіну, 
подібно до дії бензодіазепінів [225].

Проведений аналіз інформаційних джерел 
дозволяє зробити такі висновки:

Седативний та/або анксіолітичний ефект 
підтверджено в експерименті та/або клініці у 
301 виду лікарських рослин.

Седативний та/або анксіолітичний ефект лі-
карських рослин обумовлений численними біо-
логічно активними речовинами, найбільша кіль-
кість речовин із такою дією серед монотерпенів 
та їх глікозидів, флавоноїдів та алкалоїдів.

Складна фітохімічна композиція сумарних 
препаратів лікарських рослин є причиною різ-
номаніття механізмів і можливості синергізму 
ефектів, що часто є вирішальним для виявлен-
ня активності in vivo. Особливого значення за 
таких умов набувають біофармацевтичні чин-
ники.

Лікарські рослини та біологічно активні ре-
човини рослинного походження є суттєвим ре-
зервом створення перспективних лікарських 
засобів седативної й анксіолітичної дії, а також 
підвищення ефективності та безпечності ком-
бінованої фармакотерапії порушень діяльності 
ЦНС. Актуальним завданням також є вдоско-
налення складу наявних седативних/анксіо-
літичних фітопрепаратів, створення сучасних 
лікарських форм.
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Резюме
Данилов С.А., Товчига О.В., 
Степанова С.И., Штрыголь С.Ю.

Лекарственные растения, обладающие седативной, 

анксиолитической и сопряженными видами 

фармакологической активности, их биологически 

активные вещества и механизмы их действия

Приведен аналитический обзор по лекарственным 
растениям мировой флоры с верифицированными в экс-
перименте и/или клинически седативными и смежными 
психотропными свойствами (прежде всего, анксиолитиче-
скими, снотворными). Обобщены сведения о биологически 
активных веществах (БАВ) этих растений и механизмах их 
действия на различных уровнях. Освещена значимость си-
нергизма БАВ для проявления вышеуказанных фармаколо-
гических свойств фитопрепаратов, а также важность био-
фармацевтических факторов в фитофармакологии.

Summary 
Danilov S.A., Tovchiga O.V., Stepanova S.I., Shtrygol S.Yu.

Medicinal plants with sedative, anxiolytic, and conjugated 

forms of pharmacological effects, their biologically active 

constituents and mechanisms of action

An analytical survey of medicinal plants of the World’s flora 
which showed proved in the experiment and/or clinical sedative 
and relative psychotropic effects (primarily anxiolytic, hypnotics) 
was given. Data on biologically active substances (BASs) of 
these plants and the mechanisms of their action at different 
levels were summarized. The importance of synergies of BASs 
for the manifestation of the above-mentioned pharmacological 
effects of herbal drug preparations, as well as the importance 
of biopharmaceutical factors in phytopharmacology, was 
shown.
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хімії природних сполук НФаУ. К.фарм.н. (1995).

Штриголь Сергій Юрійович. Д.мед.н. (2000). Про-
фесор (2000). Зав. кафедри фармакології НФаУ.

Аналітичне обладнання для фармацевтичної галузі

Приборы для ВЭТСХ, используемые при контроле очистки 
технологического оборудования
В процессе производства фармацевтических препаратов не менее важной, чем само изготовление, является очистка 
производственного оборудования на всех стадиях. процесса производства: это емкости для смешивания, реакторы, 
буферные емкости, трубопроводы и фасовочные линии. Все поверхности, с которыми соприкасается продукт или 
полупродукт должны быть отмыты по окончании производства партии и при переходе на изготовление другого 
продукта.

Как любой процесс производства, в соот-
ветствии с требованиями GMP стадия очистки 
подлежит валидации. Перед запуском новой 
партии необходимо удостовериться, что на по-
верхности не осталось следов веществ, исполь-
зованных в предыдущем процессе. Особенно 
это критично для активных субстанций силь-
нодействующих веществ, таких как гормоны, 
антибиотики и др. Для оптимизации производ-
ства стадию очистки всегда стараются свести к 
минимуму, так как это фактически простой обо-
рудования и, как следствие, уменьшение про-
изводительности. С другой стороны, тщатель-
ная очистка убирает один из факторов риска, 
приводящий к производству брака, - наличие 
примесей. Валидация, как составляющая часть 
процесса очистки производственного оборудо-
вания, состоит из сбора смывов с поверхностей 
и проведения их анализов. Чем больше точек 
взятия смывов, тем полнее валидация очистки, 
но тем большее время будет занимать анализ, 
то есть увеличивается время простоя оборудо-
вания. Уменьшение количества точек контроля 
может привести к тому, что какие-то из крити-
ческих точек будут не проверены, а это, в свою 
очередь, может привести к перекрестному за-
грязнению продукта. Единственный способ, не 
уменьшая количество проб, ускорить процесс 
получения результата очистки – ускорение 
времени анализа или/и проведение анализа 
всех проб одновременно. При использовании 
ВЭЖХ, как метода количественного определе-
ния активных компонентов, все пробы анали-
зируются последовательно. При этом, в зави-
симости от сложности процесса производства, 
количество проб может доходить до нескольких 
десятков. Современные системы ВЭЖХ доста-
точно быстрые, но все-таки требуют подготовки 
каждой пробы. Следует помнить, что, прежде 

чем ввести пробу в систему ВЭЖХ, ее нужно 
подготовить: экстрагировать, сконцентриро-
вать, отфильтровать. Зачастую пробоподго-
товка проводится дольше, чем сам анализ. Для 
сокращения времени анализа стараются заме-
нить ВЭЖХ на спектрометрию в УФ-области, 
объединять пробы в одну и считать валидацию 
проведенной, если общее количество активных 
веществ во всех смывах одновременно не пре-
вышает заданной нормы. Эти компромиссные 
приемы не всегда приемлемы.

Альтернативным способом проведения ана-
лиза смывов является тонкослойная хромато-
графия, а точнее - высокоэффективная ТСХ 
(ВЭТСХ), или как ее еще называют инструмен-
тальная тонкослойная хроматография. Совре-
менные технические решения для ВЭТСХ ста-
вят это метод в один ряд с ВЭЖХ. В отличие от 
привычной нам «классической» ТСХ, ВЭТСХ 
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использует высокоэффективные пластинки, 
размер зерна сорбента которых составляет 
(7-15) мкм, т.е. близок к (5-10) мкм, используе-
мым в ВЭЖХ. Стационарная фаза современных 
ВЭТСХ-пластинок может быть изготовлена из 
высокоочищенного силикагеля или из силика-
геля с привитыми C18, C8, аминными  и диоль-
ными группами. Кроме того, сорбент пластинок 
ВЭТСХ может быть сразу покрыт реагентом, на-
пример кофеином. Оборудование для ВЭТСХ 
также не уступает по своим техническим ха-
рактеристикам оборудованию ВЭЖХ. Для на-
несения пробы на пластинку используется или 
автоматический аппликатор, или полностью ав-
томатический самплер, дозирование в которых 
происходит с помощью шприцов производства 
Hamilton. Объемы шприцов такие же, как и для 
ВЭЖХ: 100 мкл, 300 мкл, 500 мкл, то есть обе-
спечивается такая же воспроизводимость, что 
и при вводе пробы при использовании метода 
«частичного заполнения петли» в автосампле-
рах ВЭЖХ – мало кто пользуется ручным ме-
тодом полного заполнения петли.

В большинстве случаев в ВЭЖХ использу-
ется сканирующий спеткрофотометрический 
детектор в УФ и видимой областях. Он позво-
ляет решать большинство задач. Реже вместо 
сканирующего используют диодноматричный 
детектор, но он, удорожая систему, позволяет 
снимать спектры веществ; также методом срав-
нения спектров одного пика можно определить 
его чистоту. Вторым по частоте использования 
есть флуоресцентный детектор. Его используют, 
если для флуоресцирующего вещества нужно 
улучшить порог определения. Он значительно 
удорожает систему. Иногда, чтобы увеличить 
чувствительность, прибегают к использова-
нию предколоночной или постколоночной де-
риватизации. Другие детекторы используются 
в менее чем 5 % всех случаев и применяются, 
если ни один из вышеперечисленных методов 
не дает результат.

Что же предлагает инструментальная тонкос-
лойная хроматография? Возможно применение 
двух типов детекции - видеоденситометрии и 
сканирующей денситометрии. Видеоденсито-
метрия позволят детектировать как поглоще-
ние при длине волны 254 нм, так и флуорес-
ценцию при длине волны возбуждения 365 нм, 
а также вещетсва и/или их производные в ви-
димой области. Это распространенный и в то 
же время дешевый способ детектирования в 
ТСХ и ВЭТСХ.

Но по-настоящему мощным прибором яв-
ляется ТСХ-сканер. Он позволяет сканировать 
пластинки монохромным светом в диапазоне 

(190 - 900) нм, при этом варьировать ширину 
щели как монохроматора, так и облучателя. От-
сутствие движения потока растворителя дает 
возможность как измерять спектр любого ве-
щества для идентификации, так и определять 
чистоту пика. Таким образом, ТСХ-сканер дает 
такие же возможности, как и диодноматричный 
детектор ВЭЖХ. Кроме того, ТСХ-сканер может 
работать и в режиме флуоресценции, то есть 
заменяет сразу два детектора ВЭЖХ: УФ-ВИД 
диодноматричный и флуоресцентный.

Стадии элюирования в ВЭЖХ и ВЭТСХ зна-
чительно отличаются между собой, поэтому па-
раллели провести сложно. Тем не менее, стадия 
элюирования в ВЭТСХ происходит полностью 
автоматически, при этом кроме мониторинга 
перемещения фронта контролируется насы-
щение парами растворителя и влажность, как 
основные критерии хроматографирования. Ана-
логично ВЭЖХ, возможно проведение гради-
ентного элюирования. Таким образом, ВЭТСХ 
может полностью заменить ВЭЖХ для анализа 
смывов при валидации очистки.

Но где же преимущества? Во-первых, ВЭТСХ 
остается открытой системой, поэтому пользо-
ватель может видеть все, что остается на стар-
те. Во-вторых, на одну пластинку ВЭТСХ раз-
мером (20×10) см можно нанести до 72 раство-
ров, то есть не менее 70 проб, и элюировать их 
одновременно. Таким образом, за 1 час мож-
но провести анализ 70 аналитических проб, 
что не под силу даже самым быстрым ВЭЖХ-
системам. В-третьих, пластинка ВЭТСХ исполь-
зуется один раз, а значит и не существует риска 
«убить» пластинку, как это часто может быть с 
колонкой. Указанные выше факты доказывают, 
что ВЭТСХ не только не уступает ВЭЖХ, но и 
имеет неоспоримые преимущества для анализа 
большого количества аналогичных проб.

Рассмотрим использование ВЭТСХ для ва-
лидации очистки на примере компании Bayer 
Weimar GmbH & Co. KG, которая производит 
заменители гормонов и активные вещества про-
тивозачаточного действия для компании Bayer 
AG. Компания применяет ВЭТСХ для контроля 
критических точек в производстве. Для валида-
ции очистки ВЭТСХ применяется с 1998 года. 
Аргументами для принятия решения в пользу 
ВЭТСх стали:
— сопоставимые результаты между ВЭТСХ и 

ВЭЖХ;
— обработка пластинок с помощью сканера и 

дериватизации;
— низкий предел обнаружения следовых ком-

понентов;
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Спектры поглощения активных ингредиентов (Bayer Weimar)

ВЭТСХ-пластинка после дериватизации в видимом свете и в УФ-свете (366 нм) при проверке 

селективности

ВЭТСХ-пластинка после дериватизации

дорожки 1-3 — смеси ингредиентов 1 и 2 для калибровки, 
дорожка 4 — холостой раствор,
дорожки 5-8 — образцы, взятые из 4-х точек оборудования.
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— анализ большого количества образцов;
— значительная экономия времени и 

средств.
Для валидации очистки проводится смыв с 

поверхностей оборудования, согласно огово-
ренной регламентом процедуре в определен-
ных точках, обычно на площади 200 см2. Для 
этого используются предварительно очищен-
ные в экстракторе Соклета кусочки ткани раз-
мером (2-3) см.

Подготовка пробы

Проба трижды экстрагируется 50 мл хлоро-
форма спектроскопической чистоты с приме-
нением УЗ-бани. Объединенный экстракт вы-
паривается до сухого остатка на ротационном 
испарителе при температуре 60 °C. Остаток 
смывается хлороформом и на несколько минут 
помещается в УЗ-баню. Если раствор не про-
зрачный, его фильтруют или центрифугируют. 
Аналогично готовят холостой раствор.

Стандарты

Для калибровки готовят стандартные раство-
ры в трех концентрациях в пределах границы 
определения и 20-ти кратное разведение. 

Пластинки ВЭТСХ

Для анализа использовались пластинки 
Merck ВЭТСХ Силикагель 60 F254, размером 
(20×10) см.

Нанесение образцов

Нанесене образцов проводилось с помощью 
автоматического аппликатора Automatic TLC 
Sampler (ATS4). В данном случае наносили по 
100 мкл образца, холостого раствора и стандарт-
ных растворов 3-х концентраций в виде пря-
моугольников размером (4 × 3) мм. Скорость 
нанесения - 250 нл/с.

Элюирование

Элюирование пластинки проводили с помо-
щью смеси толуол – етилацетат (3:2) в автома-
тической камере для элюирования (Automatic 
Developing Chamber (ADC)) после насыщения 
камеры с пластинкой парами растворителя в 
течение 10 мин.

Денситометрия

Сканирование проводилось с помощью 
денситометра TLC Scanner 3 с программных 
обеспечением winCATS. Идентификация ве-
ществ осуществлялась снятием спектра в диа-
пазоне (200-350) нм, количественное опреде-
ления проводилось по расчету 3-х уровневой 
калибровки.

 

Камера для Автоматического элюирова-

ния CAMAG (Automatic Developing Chamber 
(ADC 2)) позволяет автоматически элюи-
ровать ВЭТСХ-пластины размером (20 × 
10) см, гарантируя высокую воспроизводи-
мость и независимость от влияний усло-
вий окружающей среды. Программно уста-
навливается и контролируется предва-
рительное кондиционирование сорбента, 
относительная влажность и насыщение 
камеры, а также движение фронта и сушка 
по достижении заданной границы фронта 
элюента. Возможно 2 режима управления: 
управление и программирование с клавиа-
туры встроенного контроллера или управ-
ление с ПК с помощью программного обе-
спечения winCATS–операционной системы 
для ВЭТСХ-анализа.
 Если образец наносится не в виде поло-
сы, а в виде прямоугольника, с помощью ADC 
2 можно легко и воспроизводимо провести 
фокусировку места аппликации в тонкую 
линию перед началом элюирования.
 Более подробную информацию мож-
но найти в брошюре «Automatic Deve-
loping Chamber ADC 2» или на сайте 
www.camag.com/adc2.
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Для визуализации пятен на пластинке ее 
подвергают опрыскиванию или погружению 
в проявитель, состоящий из смеси метанол – 
серная кислота (9:1). После нанесения раство-
ра пластинку выдерживают при температу-
ре 105 °C в течение 5 мин. Для последующего 
количественного определения рекомендуется 
применять погружение, а не опрыскивание, 
так как при этом фон получается более одно-
родным.

Результаты и их обсуждение

Были получены достоверные результаты при 
выполнении процедуры валидации с помощью 
анализа на ВЭТСХ. Значения Rf и спектры по-
глощения в УФ-области, а также окраска ве-
ществ/флуоресценция после дериватизации 
являются достаточными для идентификации 
веществ. Проверка чувствительности и селек-
тивности показывает, что активные ингреди-
енты, а также вспомогательные вещества до-
статочно хорошо разделены. В зависимости 
от концентраций зависимость концентрация/
сигнал может иметь вид как линейный, так и 
полинома. Приемлемой является функция с 
коэффициентом корреляции не менее 0.990. 
При анализе рисков были выявлены точки, 
требующие повторной очистки и проверки. 
Посредством калибровки и экстраполяции на 
всю площадь сосуда, которая соприкасается с 

продуктом, было определено, что остаточное 
количество продукта составляло не более 0.5% 
от допустимого.

Выводы

Валидиция очистки с применением ВЭТСХ-
анализа (т.е. определение следовых количеств 
активных ингредиентов) может быть прове-
дена с требуемой точностью. Метод прост и 
быстр. Результаты, полученные при использо-
вании количественной денситометрии, точны 
и достоверны.

Пашко В.В.
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Для публікації на сторінках нашого журналу автори повинні дотримуватися таких вимог:
1. Стаття повинна мати такі необхідні елементи: постановка проблеми у загальному вигляді та 

її зв’язок із важливими науковими або практичними завданнями; аналіз останніх досліджень 
і публікацій, в яких започатковано розв’язання даної проблеми та на які спирається автор, 
виділення невирішених раніше частин загальної проблеми, яким і присвячується означена 
стаття; формулювання цілей статті (постановка завдання); виклад основного матеріалу до-
слідження з повним обгрунтуванням одержаних наукових результатів; висновки з даного 
дослідження та перспективи подальших розвідок у даному напрямку.
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УДК.
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батькові, наукового звання (посади) (із зазначенням року), наукового ступеня (із зазначен-
ням року), місця роботи, службового та домашнього телефонів.

6. До статті мають бути прикладені супровідний лист та експертний висновок про можливість 
публікації у відкритому друці.

7. До статті мають бути прикладені всі використані в роботі таблиці, графіки та ін.; список літе-
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бору в іншій версії – у форматі RTF. Формули мають бути набрані у редакторі формул, що 
убудований до MS Word (Microsoft Equation 3.0.).

11. Вимоги до ілюстративного матеріалу:
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