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РЕЗЮМЕ 
Для обеспечения качества фармацевтической субстанции, а также готовых лекарственных средств в процессе разработки, оптимиза-

ции и при смене процесса необходимо тщательно контролировать один из его важнейших показателей – примеси. Ртуть является тяжелым 
металлом, который может попадать в организм с морепродуктами и гидробионтами, поэтому субстанции, получаемые из продуктов мор-
ских биоценозов, могут содержать в качестве примеси ртуть. Важно проводить не только качественный анализ, но и найти эффективный 
количественный анализ лекарственных препаратов, содержащих ртуть, на всех стадиях производственного процесса. Целью данной рабо-
ты явился литературный обзор методов определения ртути в биологических объектах. В статье представлены данные по существующим 
современным методам определения ртути как одного из токсических элементов, содержащихся в субстанциях органического происхож-
дения и источниках фармацевтического производства, в том числе на основе протамина и способных к аккумулированию. Проведенный 
обзор литературы показал, что для определения содержания примесей ртути в источниках фармацевтического производства используют-
ся фармакопейный (экстракционно-фотоколориметрический метод с использованием дитизона), спектрофотометрические (в т.ч. атомно-
абсорбционная спектрометрия с беспламенной атомизацией – метод «холодного пара»), хроматографические (преимущественно высоко-
эффективная жидкостная хроматография) и электрохимические (в т.ч. вольтамперометрический анализ) методы.
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SUMMARY
To ensure the quality of a pharmaceutical substance and ready-made drugs during development and optimization processes and a process 

change, it is necessary to carefully control one of its most important indices – impurities. Mercury is a heavy metal that can enter the body with 
seafood and hydrobionts, so the substances derived from marine biocenosis products may contain mercury as an impurity. It is important not 
only to carry out a qualitative analysis, but also to find an effective quantitative analysis of mercury-containing drugs at all stages of a production 
process. The aim of this investigation was to review the literature on methods for determining mercury in biological objects. The paper presents 
data on existing up-to-date methods to determine mercury, as one of the toxic elements that can accumulate and is contained in organic 
substances, as well as in pharmaceutical production sources, including those based on protamine. The review of the literature has shown that 
pharmacopoeial (dithizone extraction/photocolorimetry), spectrophotometric (including flameless or cold vapor atomic absorption spectrometry), 
chromatographic (mainly high performance liquid chromatography) and electrochemical (including voltammetric analysis) techniques are used 
to measure mercury as an impurity in the sources of pharmaceutical production.
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Выпуск готовой продукции, ее физические 
характеристики и химическая чистота 

имеют большое значение в производстве фарма-
цевтических субстанций, в том числе в разработ-
ке лекарственной формы и производстве готового 
лекарственного препарата (ЛП). Ртуть относится 
к наиболее токсичным химическим элементам, 
контролируемым объединенной комиссией Про-
довольственной и сельскохозяйственной органи-
зации ООН (Food and Agriculture Organization) ВОЗ 
согласно пищевому стандарту Кодекса безопасно-
сти пищевых продуктов международной торгов-
ли продуктами питания. Оценка качества лекар-
ственного сырья на современном уровне требует 
определения не только традиционных фармако-
пейных количественных показателей, но и со-
держания в нем токсикантов, в том числе ртути, 
с использованием унифицированных, чувстви-
тельных и достаточно простых методик.

Определение элемента при проведении каче-
ственного анализа субстанции в чистом раство-
ре или другом объекте, не содержащем других ве-
ществ, осуществляется относительно просто. Но 
когда целевой компонент находится в смеси или 
в соединении с другими элементами анализиру-
емой системы, как это бывает практически всег-
да, его определение значительно усложняется [1]. 
Многочисленные количественные методы опре-
деления массовой доли различных химических 
элементов ведут к ошибочным результатам из-за 
искажения результатов определений других ком-
понентов. В таких случаях качественный анализ, 
устанавливающий содержание определенных со-
ставных частей в пробе, является необходимым 
условием [2]. Поэтому развитие комплексного 
подхода к решению задачи, связанной с выявле-
нием и идентификацией форм элементов, в том 
числе ртути, в биологических объектах и создан-
ных на их основе ЛП, является актуальной зада-
чей современной аналитической химии. Повы-
шенный интерес к проблеме определения ртути 
в объектах окружающей среды вызван ее высо-
кой способностью к миграции и биоконцентри-
рованию.

Вещественный анализ химических форм рту-
ти, как и других металлов, может быть экзоген-
ным и эндогенным. К экзогенным формам ана-
лиза ртути относят ее неорганические формы и 
металлоорганические соединения, образовавши-
еся еще до поступления в живые организмы и не 
претерпевшие при этом последних существен-
ных изменений. Токсичные эндогенные формы 
ртути поступают к человеку с морепродуктами и 

гидробионтами, образуясь в результате деятель-
ности живых клеток и трансформации экзоген-
ных форм при взаимодействии с макромолеку-
лами (протеинами, аминокислотами и другими 
биологическими структурами), а также низкомо-
лекулярными органическими лигандами [3]. 

К классу низкомолекулярных аргинин-бога-
тых ядерных белков, ассоциирующихся с ДНК, 
относятся протамины. Истинные протамины – 
это, как правило, короткие белки (50–110 ами-
нокислот), которые могут содержать до 70% ар-
гинина. В фармации применяют субстанции из 
рыбных протаминов сальмина и клупина. Имен-
но протамины являются единственными на се-
годняшний день препаратами, используемыми 
в медицинской практике для нейтрализации ге-
парина. Эти белки также нашли широкое приме-
нение в качестве высокоэффективных добавок 
при лечебном питании и пролонгаторов дей-
ствия ряда ЛП, в частности, инсулина [4]. Инфор-
мация, полученная о протаминовом семействе 
ДНК-связывающих белков за последние два деся-
тилетия, начинает оказывать влияние на несколь-
ко очень разных областей будущих исследований 
в области репродуктивной биологии, эволюцион-
ной биологии, генной терапии и нанотехнологий 
[4]. Таким образом, можно акцентировать внима-
ние на важности использования протамина в ме-
дицине и колоссальных перспективах данного ЛП 
как в профилактике, так в диагностике и терапии 
многих заболеваний, которые на сегодняшний 
день считаются трудно поддающимися лечению 
либо вовсе неизлечимы. Но в соответствии с со-
временными представлениями, оценка безопас-
ности ЛП органического происхождения долж-
на учитывать все потенциальные факторы риска, 
специфичные для данной группы ЛП.

Среди экстракционных реакций для иссле-
дования биологического материала на ртуть до-
статочно широко используется дитизон [5]. Экс-
тракционно-фотоколориметрический метод, 
основанный на использовании при определе-
нии ртути дитизона для количественного опреде-
ления данного элемента в биологических объек-
тах и лекарственном растительном сырье, указан 
как один из основных в Европейской Фармако-
пее, Государственной фармакопее РФ XIII изда-
ния (ОФС.1.2.2.2.0005.15 «Ртуть»), Международ-
ной Фармакопее (4. Methods for material of plant 
origin» «2.2.3 Limit test for heavy metals»), Фармако-
пее США (30, НФ 25 «Dietary supplements», <231> 
Heavy metals) [6]. Метод основан на образовании 
нерастворимого в воде, но растворимого в орга-
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нических растворителях желто-оранжевого ком-
плекса ртуть(II)-иона с дитизоном.

Достоинством дитизона как реагента на ртуть 
является его высокая чувствительность и доста-
точно высокая избирательность. Но при опре-
делении ртути с помощью дитизона достаточно 
большое влияние на правильность определения 
оказывает присутствие различных ионов в рас-
творе. Показано влияние ионов Сl при концентра-
ции >0,2 N на определение ртути в виде Hg(HDz). 
Чтобы уменьшить это влияние, рекомендуется 
понизить концентрацию свободной серной кис-
лоты (до <1 N). При pH 1–2 ртуть можно количе-
ственно экстрагировать при предельном соотно-
шении Hg (II): Сl=1:105 [7].

Недостатком дитизона как реагента на ртуть 
является легкая окисляемость его не только в ще-
лочной, но и в кислой среде под влиянием окис-
лителей и прямого солнечною света. При этом 
образуются продукты окисления дитизона (ди-
фенилкарбодиазон и др.), окрашенные в желтый 
цвет и растворимые в четыреххлористом углеро-
де и хлороформе. Не только окраска, но и макси-
мум их поглощения (390–170 нм) лежит близко 
к однозамещенному дитизонату ртути (485 нм). 
В связи с этим недостатком для замены дитизона 
было синтезировано более 70 его аналогов, но ни 
один из них не нашел такого широкого примене-
ния, как дитизон.

Реакция образования однозамещенного дити-
зоната ртути в условиях исследования биологиче-
ского материала является специфичной. Но при 
количествах ртути менее 0,005 мг окраска одноза-
мещенного дитизоната ртути в хлороформе и че-
тыреххлористом углероде имеет желтовато-оран-
жевый цвет и может вызвать сомнение, так как 
подобную окраску экстракта могут дать продук-
ты окисления дитизона при несоблюдении усло-
вий работы. При сомнительной окраске экстрак-
та дитизоната ртути в 1962 г. А.Н. Крыловой было 
предложено производить поверочную реакцию на 
ртуть с этим экстрактом. Экспериментальная про-
верка данной методики показала, что наилучши-
ми реагентами для разложения дитизоната ртути 
являются 0,25% раствор йода в 0,3% растворе йоди-
да калия и 1,5% раствор тиосульфата натрия в 1 н 
растворе хлористоводородной кислоты.

Колориметрический метод достаточно дли-
телен и трудоемок, требует приготовления и ис-
пользования большого количества реактивов и 
связан с необходимостью обеспечения безопас-
ности в работе, т.к. данным методом выполня-
ются исследования ртутьсодержащего органиче-

ского соединения. Показатели повторяемости и 
воспроизводимости результатов анализа, коло-
риметрическим методом не всегда удовлетворя-
ют требованиям, что приводит к необходимости 
проведения дополнительных аналитических ис-
следований.

В литературе приводятся данные по опреде-
лению ионов металлов с использованием сфери-
ческих наночастиц серебра. В работе A. Castillo 
описано использование наночастиц серебра для 
спектрофотометрического определения ртути [8]. 
Дополнительную информацию о спектрофото-
метрических методах определения ртути можно 
найти в обзоре А. Башилова [9].

В большинстве случаев определение ртути 
основано на образовании ионных и(или) коор-
динационных связей между ионами металла и 
модификаторами наночастиц, поэтому выбор мо-
дификатора играет важную роль в регулирова-
нии чувствительности и селективности определе-
ния. В качестве спектрофотометрического метода 
определения ртути, согласно ГФ РФ, использует-
ся метод атомно-абсорбционной спектрометрии 
с беспламенной атомизацией (метод «холодного 
пара») [10]. Метод основан на специфической осо-
бенности ртути образовывать пар в элементарном 
состоянии при комнатной температуре [11]. Из 
ряда других инструментальных средств этот ме-
тод отличается редким сочетанием достоинств – 
предел обнаружения низких концентраций эле-
мента, высокая селективность, возможность 
определения большого количества элементов, хо-
рошая воспроизводимость, минимально необхо-
димый объем пробы, сравнительно небольшая 
стоимость оборудования [12]. Это привело к тому, 
что в настоящее время атомно-абсорбционная 
спектрометрия является основным, а часто и ар-
битражным методом при определении содержа-
ния металлов в объектах окружающей среды.

В отличие от большинства химических ме-
тодов атомно-абсорбционная спектрометрия об-
ладает очень высокой селективностью опреде-
ления [13]. Поэтому практически не требуется 
отделение сопутствующих элементов, поскольку 
их присутствие обычно не вызывает заметной 
систематической погрешности при определении 
содержимого анализируемого элемента. К недо-
статкам метода «холодного пара» следует отне-
сти необходимость проведения многостадийной 
и зачастую, трудоемкой процедуры пробоподго-
товки для обеспечения полноты выхода ртути. 
Недостатком данного метода является также не-
обходимость борьбы с эффектом «памяти» и ма-
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тричных влияний в реакционном сосуде, комму-
никациях и в аналитической кювете [14]. Этот 
метод применим в том случае, когда ртуть нахо-
дится в неорганической форме. В случае органи-
ческих субстанций, когда ртуть может входить 
в состав органических соединений, необходима 
минерализация последних.

В результате проведенных исследований [15, 
16] выявлено, что при фармакопейном методе ми-
нерализации фармацевтических субстанций про-
исходит практически полная потеря ртути. Из-за 
недостатков существующего фармакопейного ме-
тода определения тяжелых металлов для их ко-
личественного определения в субстанциях требу-
ется другой способ пробоподготовки. В качестве 
одного из наиболее перспективных предложен 
метод микроволновой минерализации в закры-
тых сосудах, что позволяет значительно увели-
чить выход определяемого элемента.

Метод атомной абсорбции холодных паров 
обладает высокой чувствительностью и селектив-
ностью за счет отгонки паров элементной рту-
ти от матрицы пробы. В то же время в работе 
Н.Б. Иваненко с соавт. [1] указано, что из-за невы-
сокой производительности данные методы усту-
пают место методу масс-спектрометрии с индук-
тивно связанной плазмой (ICP-MS). 

Метод ICP-MS был разработан и развивался од-
новременно в трех странах: США (Ames Laboratory 
и университет штата Айова, США), Канаде (фир-
ма Sciex), Великобритании (Университет Surrey) 
[16]. Сопряжение источника ионов на основе IСР 
и масс-анализатора квадрупольного типа позво-
лило создать прибор, обеспечивающий элемент-
ный и изотопный анализ растворов с пределом 
обнаружения до 0,05 н г/м л для многих элемен-
тов. В РФ в 2003 г. утверждены и введены в дей-
ствие МУК 4.1.1483-03 по определению содержа-
ния химических элементов, в том числе ртути, 
в биосубстратах методом ИСП-МС. Данный ме-
тод является одним из передовых методов в обла-
сти элементного анализа. Количественный ИСП-
МС анализ позволяет проводить одновременное 
определение более 70 элементов в широком диа-
пазоне концентраций, вплоть до 10–6 масс.%.

Вместе с тем при количественном определе-
нии ртути методом ИСП-МС возникают некото-
рые трудности, обусловленные физико-химиче-
скими свойствами рассматриваемого элемента. 
Высокая летучесть ртути определяет необходи-
мость консервирования образца на стадии от-
бора пробы. Ртуть также обладает очень высо-
ким потенциалом ионизации (10,44 эВ), что при 

масс-спектрометрическом анализе существен-
но ограничивает эффективность ее ионизации 
в плазме и приводит к низкой чувствительно-
сти метода. Кроме того, существенное затрудне-
ние вызывает «эффект памяти». Данное мешаю-
щее влияние объясняется плохой смываемостью 
остаточных количеств ртути на подающих путях 
масс-спектрометра, распылительной камере и го-
релке, деталях интерфейса [7].

Наиболее предпочтительным методом раз-
деления для анализа объектов, которые не об-
ладают достаточной летучестью и термической 
устойчивостью, является высокоэффективная 
жидкостная хроматография (ВЭЖХ). Большин-
ство металлорганических соединений, встречаю-
щихся в природе, требуют при проведении ВЭЖХ 
предварительной дериватизации с целью получе-
ния летучих производных. Для разделения хими-
ческих веществ, обладающих высокой, средней 
летучестью и термической стабильностью приме-
няется газовая хроматография. На практике при 
определении металлорганических соединений 
в качестве детекторов используют атомно-эмис-
сионные спектрометры с микроволновой плаз-
мой (МП-АЭС). В редких случаях при определении 
химических форм ртути применяют ААС и АФС. 
При необходимости проведения многоэлементно-
го детектирования предпочтение отдается мето-
ду ионной хроматографии и масс-спектрометрии 
(ИСП-МС) [17].

Для идентификации форм связывания ртути 
применяют метод ВЭЖХ с детектированием ме-
тодом масс-спектрометрии с ионизацией элек-
трораспылением [18], а также ВЭЖХ ИСП-МС для 
подтверждения результатов. При этом предва-
рительно изучают масс-спектры реперных сое-
динений ртути с пептидами, которые, как пра-
вило, синтезируются непосредственно перед 
анализом ввиду их быстрого окисления кисло-
родом воздуха.

ВЭЖХ – один из эффективных методов анали-
за и разделения сложных примесей. Так, напри-
мер, примеси тяжелых металлов морепродуктов 
разделяют с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ 
(ОФ ВЭЖХ), где подвижной фазой является цисте-
ин (т.к. в рыбе метилртуть связана в комплекс с 
цистеином или соединением подобным цистеину 
по составу), используя колонку С-18 (при комнат-
ной температуре) и детектируют с помощью масс-
спектрометрии с индуктивно связанной плазмой. 
Общую ртуть вычисляют суммированием метилр-
тути и неорганической ртути, определенных в 
вытяжках [30]. Для морепродуктов, содержащих 
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0,055–2,78 мг/кг метилртути и 0,014–0,137 мг/кг 
неорганической ртути, точность анализа состав-
ляет 0,5% (относительное стандартное отклоне-
ние) для метилртути и для неорганической ртути – 
9%. Извлечение суммарного аналита составляет 
94% для метилртути и 98% для неорганической 
ртути. Результаты по метилртути и неорганиче-
ской ртути в эталоне согласованы с аттестован-
ными значениями. Предел обнаружения в мо-
репродуктах соствляет 0,007 мг/кг метилртути и 
0,005 мг/кг неорганической ртути [18, 19].

На данный момент опубликован ряд методик 
определения многих субстанций и элементов в 
различных объектах с использованием электро-
химических методов – полярографии, потенцио-
метрии, постояннотоковой и дифференциально-
импульсной вольтамперометрии на различных 
материалах индикаторных электродов, в том чис-
ле на электродах, в состав которых входят кати-
онные красители, способные образовывать ком-
плексы с некоторыми веществами [20, 21].

В последнее время широкое применение в 
аналитической химии получил вольтампероме-
трический анализ, который представляет собой 
группу электрохимических методов анализа, где 
используют процессы поляризации микроэлек-
трода и получают поляризационные (вольтампе-
рометрические) кривые зависимости силы тока 
от напряжения. Во многих публикациях отраже-
ны результаты использования метода вольтам-
перометрии в аналитической химии лекарствен-
ных субстанций и препаратов [22].

Разработан метод импульсной инверсион-
ной хронопотенциометрии, с помощью которо-
го определяют концентрацию тяжелых метал-
лов с отрицательным (Pb, Cu, Zn, Cd, Sn, Ni, Co, 
Fe, Mn) и положительным (Hg, As) потенциалами 
инверсии. Исследование проводится электрохи-
мическим концентрированием на измеритель-
ном электроде ионов из раствора, а затем выпол-
нением измерения потенциалов их растворения 
во времени (инверсии) по заданному сопротивле-
нию в окислительной цепи. Для измерения кон-
центрации ионов металлов с положительным по-
тенциалом инверсии, к которым относится Hg2+, 
условием завершения количественного процес-
са растворения анализируемого металла, являет-
ся значение напряжения растворения. В работе 
во время измерения ртути по данным некоторых 
исследований [21, 24] использовали электрохими-
ческую ячейку с золотым твердотельным измери-
тельным электродом и сравнительным хлорсере-
брянным. Данный импульсный метод позволяет 

обрабатывать электрохимический сигнал как в 
отрицательном, так и в положительном диапазо-
не потенциалов [23].

Заключение
Таким образом, наиболее перспективным 

представляется применение комбинированных и 
электрохимических методов выявления ртути, в 
биологических объектах и созданных на их осно-
ве ЛП, которые позволяют устанавливать зоны ло-
кализации аналита и исследовать вещественный 
состав соединений, образующихся в объектах жи-
вой природы. Это связано в первую очередь с тем, 
что такие методы, как спектрофотометрия в уль-
трафиолетовой области, рефрактометрия, хрома-
тография в ряде случаев являются многостадий-
ными и долговременными и требуют применения 
малодоступных реактивов и дорогостоящей аппа-
ратуры. Наряду с этим ведется разработка элек-
трохимических методов анализа, позволяющих 
повысить экспрессность и точность анализа по 
сравнению с указанными методами.
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РЕЗЮМЕ
Введение. Биологическая активность пептидов зависит от аминокислотного состава, поэтому низкомолекулярные пептиды в 

последние годы занимают наиболее видное место среди большого числа лекарственных препаратов. Это можно объяснить тем, что 
аминокислоты не являются чужеродными для живого организма и не вызывают побочных реакций. Важными условиями синтеза пепти-
дов являются выбор боковых блокирующих групп, которые легко снимаются, и аминокислотного состава. Было высказано предположе-
ние, что увеличение в структуре дипептида числа функциональных групп приведет к повышению иммунобиологической активности 
трипептида. Для удлинения цепи между пролином и глутаминовой кислотой в качестве «мостика» выбрали аминокислоту аланин. 

Цель исследования – разработка наиболее оптимальной схемы синтеза трипептида с последовательностью аминокислот H–Pro–
Ala–Glu–OH и изучение свойств синтезированного соединения.

Материал и методы. Для получения трипептида использовали метод смешанных ангидридов и активированных эфиров. Синтез 
состоял из трех стадий: получение защищенного дипептида Вос–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH, его подготовка к синтезу трипептида и непосред-
ственно синтез трипептида. Для идентификации синтезированного трипептида использовали ультрафиолетовую и инфракрасную 
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спектроскопию, высокоэффективную жидкостную хроматографию. Для синтезированного трипептида определяли острую и хрониче-
скую токсичность.

Результаты. Синтез трипептида осуществлен наращиванием пептидной цепи с С-конца. Аминогруппы аминокислот пролина и 
аланина защищали трет-бутилоксикарбонильной группой, которая лучше подходит для указанных аминокислот; γ-карбонильную груп-
пу глутаминовой кислоты – бензильной группой, которая легко удаляется гидрированием. Установлено, что синтезированный трипеп-
тид с последовательностью аминокислот H–Pro–Ala–Glu–OH в концентрации 1·10-3 моль/л является малотоксичным соединением.

Заключение. Синтезирован новый малотоксичный трипептид с последовательностью аминокислот H–Pro–Ala–Glu–OH. 
Ключевые слова: иммуноактивность, синтез пептидов, аминокислоты, пептидные биорегуляторы, пролин, аланин, острая и хрони-

ческая токсичность.
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SUMMARY 
Introduction. The biological activity of peptides depends on the amino acid composition; therefore, low-molecular-weight peptides have 

recently occupied the most prominent place among a large number of drugs. This is attributable to the fact that amino acids are not foreign to 
a living organism and that they do not cause adverse reactions. The important conditions for the synthesis of peptides are the choice of side 
blocking groups that are easily removable, as well as that of the amino acid composition. It has been suggested that an increased number of 
functional groups in the structure of a dipeptide will lead to the enhanced immunobiological activity of a tripeptide. The amino acid alanine has 
been chosen as a bridge to extend the chain between proline and glutamic acid.

Objective: to develop the most optimal scheme for the synthesis of a tripeptide with the amino acid sequence H–Pro–Ala–Glu–OH and to 
investigate the properties of the synthesized compound.

Material and methods. A method of mixed anhydrides and activated esters was used to prepare a tripeptide. The synthesis involved three 
steps: the formation of the protected dipeptide Boc–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH, its preparation for the synthesis of a tripeptide, and per se the synthesis 
of the tripeptide. UV and IR spectroscopies and HPLC were employed to identify the synthesized tripeptide, the acute and chronic toxicities of 
which were determined. 

Results. The tripeptide was synthesized through peptide elongation from the C-terminus. The amino groups of the amino acids proline and 
alanine were protected by a tert-butyloxycarbonyl group that is better suited for the above amino acids; the γ-carbonyl group of glutamic acid 
was protected by a benzyl group that is easily removed by hydrogenation. The synthesized tripeptide with the amino acid sequence H–Pro–Ala–
Glu–OH at a concentration of 1·10-3 mol/L was found to be a low toxic compound.

Conclusion. A new low toxic tripeptide with the amino acid sequence H–Pro–Ala–Glu–OH was synthesized.
Key words: immunoactivity, peptide synthesis, amino acids, peptide bioregulators, proline, alanine, acute and chronic toxicity.
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Введение

В последние годы низкомолекулярные пеп-
тиды занимают важное место среди лекар-

ственных препаратов (вилон, тимоген, тимогар, 
тимоцин, тимофер и др.). Прежде всего это объ-
ясняется тем, что они не являются чужеродными 
для живого организма и практически не вызыва-
ют побочных реакций. Биологическая активность 
пептидов обуславливается их аминокислотным 
составом [1–4]. Важным условием синтеза пепти-
дов является выбор боковых защитных групп и 
их селективное отщепление. Ранее опубликован-
ные работы [5–6] указывают на повышенное вни-
мание ученых к методу активированных эфиров 
с использованием п-нитрофенола (НONp) в каче-
стве активатора карбоксильных групп аминокис-
лот. С помощью таких эфиров был получен ряд 
пептидов с достаточно высоким выходом и чисто-
той [7–9]. 

Известный иммуноактивный дипептид ти-
моген в своей структуре содержит глутамино-
вую кислоту, в составе дипептидов тимоген и 
тимогар имеется остаток триптофана, содержа-
щего индольную группу, имеющую в структу-
ре пятичленный гетероцикл. Анализ этих дан-
ных позволил предположить, что для синтеза 
нового трипептида целесообразно использовать 
глутаминовую кислоту, а также аминокислоту 
пролин, которая содержит пятичленный гете-
роцикл. Для удлинения цепи между пролином 
и глутаминовой кислотой в качестве мостика 
можно выбрать аминокислоту аланин. Теорети-
чески возможно предположить, что увеличение 
в структуре трипептида количества функцио-
нальных групп, приведет к повышению его им-
мунобиологической активности за счет реакций 
взаимодействия функциональных групп с рецеп-
торами организма. 

Целью наших исследований явилась разработ-
ка схемы синтеза трипептида с последовательно-
стью аминокислот H-Pro-Ala-Glu-OH.

Материал и методы
Для получения трипептида использовали ме-

тод смешанных ангидридов и активированных 
эфиров. Методика синтеза трипептида H–Pro–
Ala–Glu–OH включала три этапа. На первом этапе 
получали защищенный дипептид Вос–Ala–Glu-(γ-
Bzl)–OH. Для этого 3,21 г H–Glu-(γ-Bzl)–OH раство-
ряли в 11,5 мл натрия гидроксида и добавляли 
20 мл диоксана. Полученную смесь упаривали 
на роторном испарителе, к полученному масля-
нистому продукту добавляли 4,2 г Вос–Ala–ONp, 

растворенного в 20 мл диоксана. Реакционную 
смесь перемешивали на магнитной мешалке в те-
чение 3 ч. Растворитель упаривали на роторном 
испарителе. Полученный после упаривания мас-
лянистый продукт растворяли в 50 мл 0,5 н на-
трия гидрокарбоната и экстрагировали этила-
цетатом. Этилацетатные вытяжки отбрасывали, 
а водный слой подкисляли 1н серной кислотой 
до рН=2–3, снова экстрагировали этилацетатом. 
Этилацетатные вытяжки промывали дистилли-
рованной водой до нейтральной реакции про-
мывных вод. Этилацетатный слой отделяли от 
водного и упаривали на роторном испарителе. 
Получали 3,7 г маслянистого продукта. 

Второй этап заключался в подготовке защи-
щенного дипептида Вос–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH к сле-
дующему этапу синтеза трипептида. Для этого 
необходимо было получить хлоргидрад защищен-
ного дипептида Вос–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH, чтобы да-
лее запускать его в реакцию с третьей защищен-
ной аминокислотой Вос–Pro–ONp. С этой целью 
6,8 г Вос–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH растворяли в этилаце-
тате и добавляли 10 мл HCl в эфире. Полученную 
смесь оставляли на ночь в холодильнике, затем 
осаждали смесью гексана с эфиром (1:3). Выпав-
ший в осадок продукт декантировали эфиром и 
сушили в вакууме. В результате получали масля-
нистый продукт. 

На третьем этапе проводили непосредствен-
но синтез искомого трипептида Вос–Pro–Ala–
Glu-(γ-Bzl)–OН. Для этого защищенный дипептид 
Вос–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OН запускали в реакцию с за-
щищенной аминокислотой Вос–Pro–ONp: 7,5 г 
HCl: H–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH растворяли в 20 мл ди-
оксана, добавляли 16,7 мл 1 н натрия гидрокси-
да и 20 мл изопропилового спирта. Смесь упари-
вали на роторном испарителе. К полученному 
маслянистому продукту добавляли 3,3 г Boc–Pro–
ONp, растворенного в 20 мл диоксана. Реакцион-
ную смесь перемешивали на магнитной мешал-
ке в течение 6 дней. Затем смесь упаривали на 
роторном испарителе. Оставшийся маслянистый 
продукт растворяли в 50 мл воды и экстрагиро-
вали эфиром. Эфирные вытяжки отбрасывали, 
а водный слой подкисляли 1,0 н серной кисло-
той до pH=2–3 и снова экстрагировали этилаце-
татом. Этилацетатные вытяжки объединили, 
промывали дистиллированной водой до ней-
тральной реакции промывных вод. Затем рас-
творитель удаляли на роторном испарителе. На 
данном этапе получали искомый защищенный 
трипептид-Вос–Pro–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH в виде мас-
лянистого продукта. 
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Высокий выход искомого трипептида при 
синтезе обеспечивали благодаря использова-
нию метода смешанных эфиров. На промежу-
точных этапах синтеза трипептида применя-
ли трет-бутилоксикарбонильную (t-Boc) защиту 
для аминогрупп аминокислот пролина и алани-
на, а также бензильную защиту для блокирова-
ния γ-карбонильной группы глутаминовой кис-
лоты. 

Ход реакций конденсации, индивидуальность 
и чистоту полученных соединений контролиро-

вали методом тонкослойной хроматографии на 
хроматографических пластинках Silufol UV-254 
(Чехия) и Merck, Kieselgel-60 (Германия) в несколь-
ких системах растворителей (табл. 1).

Изучение УФ-спектров, расчет удельных пока-
зателей поглощения аминокислот и полученных 
пептидов проводили согласно ОФС.1.2.1.1.0003.15 
«Спектрофотометрия в ультрафиолетовой и види-
мой области» ГФ РФ ХIV изд. 

Исследование токсичности полученного три-
пептида проводили на кроликах согласно мето-

дике, представленной в Руководстве 
по проведению доклинических ис-
следованний лекарственных средств 
под редакцией А.Н. Миронова [10]. 
Гематологические и биохимические 
исследования сыворотки крови про-
водились на 31-й и 90-й дни иссле-
дования. В крови животных опре-
деляли содержание гемоглобина, 
количество эритроцитов, лейкоци-
тов, моноцитов. В сыворотке крови 
определяли содержание общего бел-
ка, общего билирубина, холестерина 
и мочевины. Гематологические пока-
затели определяли в цельной крови 
с антикоагулянтом на гематологиче-
ском анализаторе Picoscale (Венгрия). 
Содержание гемоглобина определя-
ли цианметгемоглобиновым мето-
дом [11]. Мазки для лейкоцитарной 
формулы окрашивались по Романов-
скому–Гимзе с подсчетом не менее 
100 клеток с использованием микро-
скопа Р-16 Биолам. Биохимические 
показатели крови определяли по об-
щепринятым методикам [11].

Результаты и обсуждение
Синтез трипептида осуществлен 

наращиванием пептидной цепи с 
C-конца (рис. 1). Чистота всех полу-
ченных продуктов контролировалась 
с помощью тонкослойной хромато-
графии (ТСХ). 

На первой стадии взаимодей-
ствием трет-бутилоксикарбонила 
на аланин был получен трет-
бутилоксикарбонил аланин (Boc–Ala–
OH). Затем при действии НONp на 
трет-третбутилоксикарбонилаланин 
методом смешанных ангидридов син-
тезировали п-нитрофениловый эфир 

Таблица 1

Системы растворителей, используемые 
для контроля синтезированного трипептида

Table 1

Solvent systems used to control the synthesized tripeptide

Система Состав
Соотношение 
компонентов

А Хлороформ-метанол-уксусная кислота 18:2:1

Б Хлороформ-метанол-уксусная кислота 60:45:20

В Этилацетат-бензол 3:2

Г
Хлороформ-этилацетат-метанол-

уксусная кислота
9:3:1:0,3

Д Хлороформ-метанол-уксусная кислота 32:2:1

Е
Н-бутанол-пиридин-уксусная 

кислота-вода
30:20:6:24

Рис. 1. Схема синтеза свободного трипептида 

H–Pro–Ala–Glu–OH

Fig. 1. The scheme for synthesis of the free tripeptide 

H–Pro–Ala–Glu–OH
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трет-бутилоксикарбонилаланин (Вос–Ala–ONp). 
Получение трет-бутилоксикарбонилаланил-γ-
бензилового эфира глутаминовой кислоты было 
осуществлено методом активированных эфиров 
[12] по схеме: 

Boc–Ala–ONp+Н-Glu-(γ-Bzl)–ОН→
→Вос–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH

Выход защищенного дипептида Вос–Ala–Glu-
(γ-Bzl)–OH составил 68,4% (3,7г); Rf=0,65 (система 
A); Rf=0,69 (система Б); Rf=0,53 (система Д).

Далее был синтезирован трет-
бутилоксикарбонилпролин. Защита его карбок-
сильной группы с одновременной активацией 
был осуществлен действием пара-нитрофенола 
в присутствии изобутилхлорформиата – таким 
образом получили активированный эфир трет-
бутилоксикарбонилпролина – Вос–Pro–ONp. Вы-
ход 81,1%; Rf=0,4 (система Б).

Синтез защищенного трипептида Вос–Pro–
Ala–Glu-(γ-Bzl)-OH проводили по схеме:

 Вос–Pro–ONp +[H–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH]
 Вос–Pro–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OН

Выход трипептида по этой схеме составлял 
35,8%, (1,79 г). Rf=0,82 (система А); Rf=0,95 (система 
Б); Rf=0,88 (система Е). 

Идентификацию полученных пептидов про-
водили по величине удельного показателя погло-
щения. Для этого измеряли спектры аминокис-
лот и полученных пептидов. Спектр трипептида 
H–Pro–Ala–Glu–OH (рис. 2) характери-
зуется наличием одного максимума в 
области 254±2. Аналогично измеряли 
спектры поглощения аминокислот и 
полученных пептидов. Затем рассчи-
тывали их удельный показатель по-
глощения (табл. 2). 

В ИК-спектрах обнаружены по-
лосы поглощения 730 см-1, соот-
ветствующие деформационным 
колебаниям монозамещенного 
бензольного кольца; 1040, 1090, 
1210 см-1 – колебания CO в COOR; 
1320, 1370 см-1-валентные коле-
бания С–N в СО–NH (амид III); 
1480 см-1-валентные колеба-
ния С=0 в бензольном кольце; 
1570 см-1-деформационные коле-
бания NH в СО–NH (амид I); 1630, 
1710 см-1, 2910 см-1-деформационные 
колебания СН- и СН2-групп. Таким 
образом, метод ИК-спектрометрии 

подтверждает структуру полученных веществ 
и может использоваться для их идентификации. 

Свободный трипептид Н-Pro-Ala-Glu-OH был 
получен гидрированием защищенного трипепти-
да Вос–Pro–Ala–Glu-(γ-Bzl)–OH на палладиевом ка-
тализаторе с последующим удалением Вос-группы 
действием 0,01 н раствора соляной кислоты 
в этилацетате. Полноту удаления защитных групп 
контролировали при помощи ТСХ. 

Чистоту полученного трипептида устанавли-
вали с помощью метода ВЭЖХ. Условия хрома-
тографирования: колонка μ Бондапак С18 (или 
аналогичная) 4 мм × 30 см, размер частиц 5 мкм; 

–HO–C6H4NO2

–HO–C6H4NO2

Таблица 2

Показатели удельного поглощения для ароматических 
и гетроциклических аминокислот и некоторых 

содержащих их пептидов

Table 2

Specific absorption indices for aromatic and heterocyclic 
amino acids and some of their peptides

Соединение
Максимум 

светопоглощения, 
нм

 

Триптофан 278±2 254,90

Изолейцил-триптофана 278±2 100,00

Гамма-глутамил-триптофан 279±2 142,00

Тирозин 275±2 74,03

Аспарагинил-тирозин 275±2 45,90

Пролин 254±2 254,00

Пролил-аланил-глутаминовая 
кислота 

254±2 152,00

 1 см
А –––––––

 1%

Рис. 2. УФ-спектр трипептида H–Pro–Ala–Glu–OH

Fig. 2. The UV spectrum of the tripeptide 

H–Pro–Ala–Glu–OH
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подвижная фаза метанол-вода 50:50, скорость по-
тока 2,0 мл/мин, детектор спектрофотометриче-
ский, длина волны 254 нм, время элюирования 
30 мин. На хроматограмме (рис. 3) наблюдает-
ся один основной пик вещества и два минорных 
пика. Время удерживания трипептида составляет 
5 мин. 

Изучение острой токсичности проводили на 
кроликах массой тела 2–4 кг, животных разде-
ляли на 4 группы по 4 кролика в каждой. Для 
определения использовали водный раствор 
трипептида H-Pro-Ala-Glu-OH в концентрации 
1·10-3 моль/л. Кроликам 1-й группы внутримы-
шечно вводили трипептид по 2 мг/кг, 2-й – 
по 2,8 мг/кг, 3-й – по 4,0 мг/кг. Кроликам кон-
трольной 4-й группы внутримышечно вводили 
по 15 мг/кг физиологического раствора. Трипеп-
тид и физиологический раствор вводили один 
раз в сутки в течение 30 дней. Наблюдение за жи-
вотными осуществлялось ежедневно с первого 
дня введения трипептида в течение 90 дней. Учи-
тывалось внешнее поведение животных, отно-
шение к корму, подвижность, состояние шерст-
ного покрова и слизистых оболочек. 

Наблюдение за животными в течение 90 дней 
эксперимента не выявило отличий между живот-
ными контрольной и опытных групп. В течение 
всего эксперимента экспериментальные живот-
ные оставались живыми, температура тела нахо-
дилась в пределах физиологической нормы, мас-
са тела кроликов равномерно увеличивалась, 
однако это увеличение не было статистически 
значимым. Статистически значимых различий, 
связанных с полом животных, не выявлено. Уве-
личение дозы трипептида с последовательностью 
аминокислот H–Pro–Ala–Glu–OH в группах живот-

ных также не оказывало влияния на 
динамику массы тела животных. Экс-
перименты на кроликах подтвердили 
полученные данные о том, что мно-
гократное (в течение 120 дней) еже-
дневное внутримышечное введение 
трипептида в дозах 4 и 40 мкг/кг эк-
вивалентно 10-кратной терапевтиче-
ской дозе для человека с учетом меж-
видового переноса доз не приводит к 
изменениям в общем состоянии жи-
вотных и не оказывает токсического 
действия на организм.

Хроническую токсичность три-
пептида также изучали на кроликах. 
Препарат вводили 1 раз в сутки в те-
чение 30 дней в дозах 8, 40 и 80 мкг/кг, 

соответствующих 5- и 10-кратной терапевти-
ческой дозе с учетом дози тимогена для чело-
века и межвидового переноса доз (Freireich E.J. 
et al., 1966), после чего наблюдали за животными 
в течение 60 дней. Общий период наблюдения 
составлял 90 дней. Синтезированный трипеп-
тид не оказывал отрицательного воздействия 
на показатели общего состояния животных, ди-
намику массы тела, клинические и биохимиче-
ские показатели крови, что свидетельствовало 
об отсутствии у трипептида общетоксических 
свойств. 

Полученные результаты исследования острой 
и хронической токсичности синтезированного 
соединения свидетельствовали о том, что трипеп-
тид с последовательностью аминокислот H-Pro-
Ala-Glu-OH в концентрации 1·10-3 моль/л являет-
ся малотоксичным соединением и соответствует 
5-му классу токсичности [10, 11, 14, 15].

Заключение
В ходе экспериментальных исследований был 

синтезирован новый малотоксичный трипеп-
тид с последовательностью аминокислот Н-Pro-
Ala-Glu-ОH. Разработанная схема синтеза данно-
го трипептида является оптимальной, поскольку 
она позволяет получить субстрат, дающий хоро-
ший выход продуктов реакции на всех трех эта-
пах синтеза.
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Рис. 3. Хроматограмма трипептида H–Pro–Ala–Glu–OH

Fig. 3. Chromatogram of the tripeptide H–Pro–Ala–Glu–OH
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РЕЗЮМЕ

Введение. Число пациентов, нуждающихся в лекарственных средствах ноотропного действия, постоянно растет как в 

России, так и во всем мире. В связи с этим является актуальной разработка эффективных и безопасных лекарственных средств 

для лечения и профилактики данных заболеваний. Химический скрининг сбора и отдельных его компонентов показал присут-

ствие в них азотистых соединений, в том числе аминокислот. Учитывая важную роль аминокислот для функционирования нерв-

ной системы, представляет научный и практический интерес более детальное изучение биологически активных соединений 

этой группы. 

Цель исследования – изучение качественного и количественного состава свободных и связанных аминокислот сбора ноо-

тропного действия.

Материал и методы. Объектом исследований служил воздушно-сухой измельченный сбор ноотропного действия. 

Детальный качественный и количественный анализ проведен методами ТСХ и ВЭЖХ с применением предколоночной деривати-

зации образцов и разделением аминокислот методом обращенно-фазовой хроматографии с применением флюорометрического 

детектора по методике WatersAccQTag.

Результаты. Аминокислотный состав сбора ноотропного действия представлен 16 аминокислотами в свободном и связан-

ном виде, 7 из которых – незаменимые. Суммарное содержание свободных аминокислот составило 1,165%, а связанных – 3,216%.

Заключение. В результате изучения биологически активных веществ сбора ноотропного действия было получены данные 

по составу и количественному содержанию аминокислот.

Ключевые слова: ноотропные препараты, сбор лекарственных растений, аминокислоты, метод WatersAccQTag.
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Введение

Число пациентов, нуждающихся в лекар-
ственных средствах ноотропного дей-

ствия, постоянно растет как в России, так и во 
всем мире. Это связано как с увеличением чис-
ла лиц пожилого возраста, так и с неблагопри-
ятными экологическими факторами, отсутстви-
ем здорового образа жизни и непрерывным 
стрессом у более молодых людей. Согласно дан-
ным ВОЗ, в 2016 г. нарушения мозгового крово-
обращения привели к смерти почти 6 млн че-
ловек [1]. В связи с этим является актуальной 
разработка эффективных и безопасных лекар-
ственных средств для лечения и профилактики 
данных заболеваний. Лекарственные раститель-
ные препараты отличаются комплексностью 
действия, а также относительной безопасно-
стью в сравнении с синтетическими препарата-
ми. На кафедре фармацевтического естествоз-
нания Института фармации им. А.П. Нелюбина 
Первого Московского государственного меди-
цинского университета им. И.М. Сеченова (Се-
ченовский Университет) был разработан состав 
сбора ноотропного действия, в который входят 
5 видов лекарственного растительного сырья, 
принадлежащего к различным морфологиче-
ским группам. Фармакологическая активность 
сбора была доказана в ходе доклинических ис-
следований. 

Как свидетельствуют данные научной ли-
тературы и результаты изучения химического 
состава сбора, в него входят биологически ак-
тивные вещества различных групп, доминирую-
щими из которых являются фенольные соедине-
ния. Химический скрининг сбора и отдельных 
его компонентов показал присутствие в них азо-

тистых соединений, в том числе аминокислот. 
Учитывая важную роль, которую играют амино-
кислоты в жизнедеятельности растительных и 
животных организмов, представляет научный 
и практический интерес более детальное изуче-
ние этой группы биологически активных соеди-
нений. 

В настоящее время известно, что аминокис-
лоты являются важнейшим строительным ма-
териалом во всех клетках организма. Помимо 
участия в синтезе белка и ферментов, они выпол-
няют функции нейромедиаторов или являются 
их предшественниками, регулируют и участвуют 
в обменных процессах, работе ЦНС, иммунной и 
гормональной систем. Недостаток той или иной 
аминокислоты может сказываться на функцио-
нировании всего организма в целом, в том чис-
ле вызывать психические расстройства, нару-
шать работу сердечно-сосудистой системы, мозга 
и снижать умственную активность и память [2]. 
Аминокислоты, по современным представлени-
ям, регулируют уровень кальция в нервных клет-
ках, стимулируют кровообращение в нервной 
ткани, экспрессию рецепторного аппарата, пода-
вляют процессы перекисного окисления липидов 
[3]. Некоторые аминокислоты являются природ-
ными антиоксидантами – цистеин, глицин, про-
лин, β-аланин, таурин и др. [4]. 

Глицин – естественный медиатор централь-
ной нервной системы, который сочетает но-
отропный эффект с мягким седативным дей-
ствием. В составе одноименного лекарственного 
препарата назначается при ишемии, гипоксии 
мозга и для лечения неврозов [5]. Аргинин спо-
собствует улучшению клинического состояния 
больных ишемической болезнью сердца, сни-

SUMMARY

Introduction. The number of patients who need nootropic drugs is constantly growing both in Russia and around the world. In this 

connection, it is relevant to design effective and safe medicines for the treatment and prevention of these diseases. Chemical screening 

of a nootropic herbal tea and its individual components has shown that they contain nitrogenous compounds, including amino acids. 

Taking into account the important role of amino acids in the functioning of the nervous system, a more detailed study of this group of 

biologically active compounds is of scientific and practical interest.

Objective: to investigate the qualitative and quantitative composition of free and bound amino acids in the nootropic herbal tea.

Material and methods. The investigation object was an air-dry ground nootropic herbal tea. A detailed qualitative and quantitative 

analysis was carried out by TLC and HPLC with pre-column derivatization of samples and separation of amino acids by reversed-phase 

chromatography on a fluorometric detector, by applying the Waters AccQ Tag method.

Results. The amino acid composition of a nootropic herbal tea was represented by 16 amino acids in free and bound forms, 7 of 

which were essential. The total content of free and bound amino acids was 1.165 and 3.216%, respectively.

Conclusion. The investigation of biologically active substances in the nootropic herbal tea provided data on the composition and 

quantitative content of amino acids.

Key words: nootropic drugs, herbal tea, amino acids, Waters AccQ Tag method.

For reference: Dorovskikh E.A., Ermakova V.A., Kovaleva T.Yu. Investigation of the amino acid composition of a nootropic herbal 

tea. Farmatsiya, 2020; 69 (3): 18–22. https://doi.org/10.29296/25419218-2020-03-03
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жает вязкость крови и уменьшает риск тромбо-
за сосудов. Глутаминовая кислота поддерживает 
дыхание клеток головного мозга, ее применяют 
при лечении некоторых нервных и психических 
заболеваний [6].

Цель исследования – изучение качественно-
го и количественного состава свободных и свя-
занных аминокислот сбора ноотропного дей-
ствия.

Материал и методы
Объектом исследований служил воздушно-су-

хой измельченный сбор ноотропного действия, 
компоненты которого были заготовлены в раз-
личных областях РФ в 2018–2019 гг. 

Точную навеску (5,0 г) измельченного сырья, 
проходящего сквозь сито с диаметром отвер-
стий 1 мм, заливали 50 мл дистиллированной 
воды и нагревали с обратным холодильником 
на кипящей водяной бане в течение 1 ч. Из-
влечение фильтровали, сырье заливали новым 
объемом воды (50 мл) и повторяли экстракцию 
еще 2 раза. Водные извлечения, полученные по-
сле трехкратной экстракции, объединяли, упа-
ривали под вакуумом до 25 мл и проводили 
с ними качественный и количественный ана-
лиз [7].

При качественном анализе смешивали рав-
ные объемы исследуемых извлечений из сбо-
ра и отдельных его компонентов и 0,1% свеже-
приготовленного раствора нингидрина, затем 
осторожно нагревали до появления устойчивого 

красно-фиолетового окрашивания. При проведе-
нии хроматографического анализа на пластин-
ки «Сорбфил» наносили по 5 мкл полученных 
извлечений и хроматографировали в системе 
растворителей «96% спирт этиловый : концен-
трированный аммиак» в соотношении 16:4,5) 
Хроматограммы высушивали на воздухе, обраба-
тывали 0,2% спиртовым раствором нингидрина 
и нагревали в сушильном шкафу при температу-
ре 100–105°С в течение нескольких минут. Ами-
нокислоты проявлялись в виде красно-фиолето-
вых зон адсорбции [8].

Таблица 1

Соотношение растворителей 
при градиентном элюировании

Table 1

The ratio of solvents in gradient elution

Время, мин Буфер А, % Буфер Б, %

0 97 3

16 96 4

25 90 10

35 80 20

40 80 20

50 70 30

51 0 100

54 100 0

60 100 0

Таблица 2

Состав и содержание аминокислот 
в ноотропном сборе, %

Table 2

The composition and content of amino acids 
in the nootropic herbal tea, % 

№ Аминокислота
Содержание аминокислот

свободных связанных 

1
Аспарагиновая 

кислота
0,014 0,031

2 Серин 0,071 0,751

3
Глутаминовая 

кислота
0,008 0,022

4 Глицин 0,042 0,092

5 Гистидин 0,007 0,039

6 Аргинин 0,003 0,025

7 Треонин* 0,001 0,152

8 Аланин 0,009 0,064

9 Пролин 0,502 0,045

10 Тирозин – 0,003

11 Валин* 0,017 0,787

12 Метионин* 0,060 0,224

13 Лизин* 0,027 0,062

14 Изолейцин* 0,290 0,676

15 Лейцин* 0,086 0,194

16 Фенилаланин* 0,027 0,049

Суммарное содержание 
аминокислот, %

1,165 3,216

Суммарное содержание 
незаменимых 
аминокислот,%

0,507 2,144

Примечание: * – незаменимая аминокислота.
Note: * essential amino acid.
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Для более детального и коли-
чественного изучения аминокис-
лотного состава ноотропного сбора 
проводили предколоночную дерива-
тизацию и разделение аминокислот 
методом обращенно-фазовой хрома-
тографии с применением флюоро-
метрического детектора по методи-
ке WatersAccQTag. Для определения 
свободных аминокислот водное из-
влечение сбора и водные стандарт-
ные растворы аминокислот подвер-
гали дериватизации реагентом ACCQ 
FLUOR. Затем перемешивали на вих-
ревом миксере и инкубировали 
10 мин при температуре 55°C. Гото-
вые дериватизированные растворы 
вводили в хроматографическую си-
стему. 

Для определения связанных ами-
нокислот водное извлечение под-
вергли гидролизу. Для этого образца 
выпаривали в чашке досуха, затем 
к сухому остатку добавляли 200 мкл 
6М хлористоводородной кислоты 
и выдерживали пробу в термоста-
те при температуре 105°C в течение 
24 ч. К полученному остатку прибав-
ляли 20 мл воды, снова выпарива-
ли и добавляли 10 мл буферного рас-
твора с pH 2,2. Полученные образцы 
подвергали дериватизации описан-
ным способом.

Условия хроматографирования: 
колонка Acc Q Tag 150 × 3,9 мм; тем-
пература колонки – 37°C; скорость потока под-
вижной фазы – 1 мл/мин; время цикла – 60 мин; 
детектор флюоресцентный (длина волны воз-
буждения – 250 нм, длина волны эмиссии – 
395 нм); объем пробы – 10 мкл; метод элюирова-
ния – градиентный. В качестве подвижных фаз 
были использованы Буфер А – натрия ацетат, 
триэтиламин, раствор ЭДТА, вода очищенная, 
Буфер Б – ацетонитрил – вода. (табл. 1).

Результаты и обсуждение
В процессе исследования в сборе ноотропно-

го действия было установлено наличие амино-
кислот по реакции с нингидрином (красно-фио-
летовое окрашивание раствора). При ТСХ-анализе 
было обнаружено 5 зон адсорбции красно-фиоле-
тового цвета с значениями Rf 0,41; 0,52; 0,65; 0,73 
и 0,84.

Рис. 1. Хроматограмма аминокислот ноотропного сбора

Fig. 1. Chromatogram of amino acids in the nootropic herbal tea
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Рис. 2. Хроматограмма стандартных образцов аминокислот

Fig. 2. Chromatogram of standard samples of amino acids
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В результате детального анализа аминокислот 
было установлено, что в сборе присутствует 16 ами-
нокислот, из них 7 незаменимых. Тирозин присут-
ствует только в связанном виде, а остальные 15 ами-
нокислот – как в свободном, так и в связанном виде 
(табл. 2; рис. 1, 2). Суммарное содержание свобод-
ных аминокислот составило 1,165%, среди которых 
почти половину (0,507%) составляют незаменимые 
аминокислоты. Преобладающими аминокислота-
ми являются пролин и незаменимая аминокислота 
изолейцин – соответственно 43 и 25% от общего со-
держания свободных аминокислот.

Количество связанных аминокислот состави-
ло 3,216%, из которых незаменимых 2,144%, что 
составляет почти ⅔ от общего количества. Почти 
70% связанных аминокислот представлены сери-
ном, валином и изолейцином и находятся в сборе 
примерно в одинаковом количестве.
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Заключение
Изучен аминокислотный состав нового разра-

батываемого сбора ноотропного действия. В ходе 
эксперимента обнаружено 16 аминокислот как в 
свободном, так и в связанном состоянии. Из них 
7 являются незаменимыми (треонин, валин, мети-
онин, лизин, изолейцин, лейцин, фенилаланин). 
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РЕЗЮМЕ
Введение. Одним из наиболее часто применяемых в настоящее время методов для количественного анализа лекарственных 

веществ в биопробах, полученных при изучении фармакокинетики, биоэквивалентности или лекарственного мониторинга, явля-
ется метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с ультрафиолетовым (УФ) детектированием. Он отличает-
ся гибкостью, позволяющей создавать множество методик с различными вариантами условий хроматографического разделе-
ния, детектирования, процедуры подготовки проб и др., ориентированных на конкретные целевые аналиты, учитывающие их 
свойства и особенности. Вместе с тем по мере накопления опыта и обобщения данных формируются те или иные закономерно-
сти, выявляются наиболее часто встречающиеся, удобные вариации, приемы или их сочетания.

Материал и методы. Представлен обзор экспериментального опыта по разработке биоаналитических методик с применением 
метода ВЭЖХ с УФ-детектированием для количественного анализа лекарственных веществ природного и синтетического проис-
хождения в биопробах, полученных при изучении фармакокинетики и биоэквивалентности. Представленные материалы объеди-
няют как методики, разработанные для фармакокинетических исследований, проводимых с использованием лабораторных живот-
ных (крыс, кроликов), так и для исследований по биоэквивалентности, выполняемых с участием здоровых добровольцев.

Результаты и обсуждение. Отмечено, что практически во всех случаях анализ выполнен в варианте обращенно-фазовой 
ВЭЖХ на аналитических колонках типа С18. В большинстве случаев (68%) подобраны изократические режимы элюирования со 
временем удерживания целевого аналита в диапазоне 4–8 мин; в 63% случаев в качестве элюента выбраны смеси водного рас-
твора трифторуксусной кислоты и ацетонитрила в различных соотношениях. 

Выделено три области УФ-спектра, наиболее часто используемые для детектирования – 205–220 нм (25% случаев), 
220–254 нм (31%) и 270–295 нм (35%), в 9% случаев используются другие длины волн, что характеризует общие особенности 
спектров поглощения органических соединений.

Для подготовки биопроб плазмы крови перед дозированием в ВЭЖХ систему использованы экстракционная (36% случаев) 
и осадительная пробоподготовки (64% случаев). Наиболее употребительным оказалось осаждение белков плазмы ацетонитри-
лом (64%); метанол (15,5%) и кислотные или иные осадители (20,5%) оказались оптимальны примерно в одинаковом числе 
случаев.

По результатам валидационных испытаний установлено, что для большинства методик нижний предел количественного 
определения находится в диапазоне около 0,01–0,1 мкг/мл, что согласуется с литературными данными (0,05–0,1 мкг/мл).

Ключевые слова: биопробы, хроматографический режим, длина волны детектирования, пробоподготовка, осадительный 
реагент
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Введение

Высокоэффективная жидкостная хромато-
графия (ВЭЖХ) с ультрафиолетовым (УФ) 

детектированием является удобным, эффектив-
ным и достаточно экспрессным методом коли-
чественного анализа лекарственных веществ в 
биопробах, полученных при изучении фармакоки-
нетики, биоэквивалентности или лекарственного 
мониторинга [1–4]. По данным диссертационно-
го исследования Д.В. Ярошенко («Нивелирование 
влияния биологической матрицы при определе-
нии лекарственных препаратов в плазме крови 
методом хромато-масс-спектрометрии». Дисс. … 
канд. хим. наук. СПб: 2014) в последние 10 лет ме-
тод ВЭЖХ используют в 48%, а ВЭЖХ-УФ – в 21% 
исследований, посвященных определению лекар-
ственных веществ в плазме крови.

Метод ВЭЖХ-УФ является гибким и многооб-
разным, позволяя создать множество методик с 
различными вариантами условий хроматографи-
ческого разделения, детектирования, процеду-
ры подготовки проб и т.п., ориентированных на 

конкретные целевые аналиты, учитывающие их 
свойства и особенности. Вместе с тем по мере на-
копления опыта формируются те или иные зако-
номерности, выявляются наиболее часто встре-
чающиеся, удобные вариации, приемы или их 
сочетания, которые становятся общепринятой 
нормой, вытесняя остальные. Примером подоб-
ного процесса может являться доминирующее по-
ложение обращенно-фазного варианта ВЭЖХ на 
колонках с привитыми октадецильными (C18) фа-
зами, на которых по данным [5] выполняется не 
менее 90% всех разделений низкомолекулярных 
соединений.

Данная работа посвящена систематизации и 
ретроспективному анализу собственного много-
летнего экспериментального опыта по разработ-
ке биоаналитических методик с применением 
метода ВЭЖХ с УФ-детектированием.

Материалы, освещенные в данной публика-
ции, получены в ходе доклинических и клиниче-
ских исследований, включавших этапы по разра-
ботке и валидации биоаналитических методик 
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SUMMARY
Introduction. The HPLC method with UV-detection is one of most often used modern method for the quantitative analysis of drugs in 

biosamples obtained during pharmacokinetics, bioequivalence or drug monitoring studies. This method may be characterized by flexibility, 
allowing to create many assays with different variants of chromatographic separation conditions, detection, sample handling procedures, 
etc., oriented to specific target analytes, taking into account their properties and peculiarities. However, as experience is gained and data are 
compiled, patterns are formed, and the most common, convenient variations, techniques, or combinations may be identified.

Material and methods. An overview of experimental experience in the development of bioanalytical methods using HPLC-UV 
method for quantitative analysis of natural and synthetic drugs in biosamples obtained after pharmacokinetics and bioequivalence 
studies is presented.

Results and discussion. Analysis was performed in reverse phase HPLC on analytical C18 type columns in almost cases. Isocratic 
elution regimes were selected in most cases (68%), retention times of the target analytes were the range of 4–8 minutes. In 63% of cases 
mixtures of aqueous solution of trifluoroacetic acid and acetonitrile in different ratios were selected as eluent. Methods developed for 
pharmacokinetic studies with laboratory animals (rats, rabbits) and for bioequivalence studies done with the participation of healthy 
volunteers are combined in the presented materials.

Three regions of the UV spectrum were selected as most commonly used for detection – 205–220 nm (25%), 220–254 nm (31%), 
270–295 nm (35%), and 9% of other wavelengths. These results characterizes general features of absorption spectra of organic 
compounds.

Extraction (in 36% of cases) and precipitation (in 64% of cases) were used for sample handling prior to dosing in HPLC. Precipitation 
of plasma proteins with acetonitrile (64%) proved to be most common; methanol (15.5%) and acidic or other precipitating agents 
(20.5%) were optimal in about the same number of cases.

The lower quantification limit founded from validation tests for most techniques was in the range of about 0.01–0.1 μg/ml, 
consistent with literature (0.05–0.1 μg/ml).

Key words: biosamples, chromatographic regime, detection wavelength, sample handling, precipitation agent 
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для нескольких десятков различных лекарствен-
ных веществ природного и синтетического про-
исхождения (>60 веществ). Результаты некоторых 
исследований были опубликованы нами ранее [9–
15]. Представленные материалы объединяют как 
методики, разработанные для фармакокинети-
ческих исследований, проводимых с использова-
нием лабораторных животных (крыс, кроликов), 
так и для исследований по биоэквивалентности, 
выполняемых с участием здоровых доброволь-
цев. Такое объединение, на наш взгляд оправда-
но, поскольку с аналитической точки зрения эти 
два типа исследований чрезвычайно близки. От-
личия заключаются в биопринадлежности плаз-
мы крови – плазма крови крыс, кроликов для 
фармакокинетических исследований и плазма 
крови человека для исследований по биоэквива-
лентности, и, возможно, уровнях концентраций 
аналита, связанных с уровнями доз и общим объ-
емом крови. У человека уровни концентраций, 
которые необходимо определять, обычно ниже, 
т.е. методика должна быть более чувствительной.

Материал и методы
В работе использована гепаринизирован-

ная плазма крови интактных животных (крыс и 
кроликов) и добровольцев, хранившаяся в замо-
роженном виде при -20°С. Субстанции соответ-
ствующих лекарственных веществ или индивиду-
альные соединения природного происхождения 
использованы в качестве стандартных образцов 
для разработки и валидации методик их количе-
ственного определения в биопробах.

Анализ выполнен на хроматографах высоко-
го давления фирмы Shimadzu (Япония) с диодно-
матричными детекторами и колонками Luna 
C18 (2) 4,6×150 мм (размер частиц сорбента 
5 мкм), снабженными предколонками (3 мм) за-
полненными тем же сорбентом (Phenomenex, 
США). Элюирование проводили подвижными фа-
зами, содержащими ацетонитрил, метанол, 0,03% 
раствор трифторуксусной кислоты (ТФУ) и дру-
гие компоненты в различных градиентных и изо-
кратических режимах элюирования, скорость по-
дачи элюента 0,8–1,3 мл/мин, дозируемый объем 
проб 20–100 мкл, детектирование – диодно-ма-
тричное сканирование в диапазоне длин волн от 
200–220 до 340–400 нм, обработка хроматограмм 
при длинах волн специфичных для каждого кон-
кретного аналита. 

Регистрация и обработка хроматограмм вы-
полнена с помощью программного обеспечения 
LabSolution (Shimadzu, Япония). 

Результаты и обсуждение
Биоаналитическая методика с применением 

метода ВЭЖХ-УФ, как любая аналитическая ме-
тодика, включает два основных фрагмента – опи-
сание процедуры подготовки проб и описание 
условий выполнения измерений, включающее ус-
ловия хроматографического анализа. Разработка 
методики начинается с подбора оптимальных ус-
ловий хроматографического анализа на примере 
раствора стандартного образца (СО) определяемо-
го соединения в подходящем сравнительно про-
стом растворителе (вода, метанол, и др.). В нашей 
практике в большинстве случаев в качестве СО 
использованы субстанции соответствующих ле-
карственных веществ с известным содержанием 
основного компонента.

Практически для всех объектов использо-
ван один тип хроматографических колонок – 
Luna C18 (2) 4,6×150 мм (размер частиц сорбента 
5 мкм); только для цитохрома С более подходя-
щей оказалась колонка Jupiter Proteo с аналогич-
ными размерами – 4,6×150 мм (размер частиц 
сорбента 4 мкм). Это подтверждает устоявше-
еся суждение о том, что фаза С18 имеет наибо-
лее широкое применение в практике ВЭЖХ. Для 
колонок с внутренним диаметром 4,6 мм оп-
тимальным считают скорость подачи элюента 
1 мл/мин [5], время хроматографирования для та-
кого типа колонок обычно от нескольких минут 
до нескольких десятков минут. Поскольку раз-
рабатываемые нами методики предназначались 
для дальнейшего серийного анализа биопроб, 
хроматографический режим подбирали так, что-
бы время удерживания целевого аналита нахо-
дилось в интервале от 4–5 до 7–8 мин, общее вре-
мя записи хроматограммы не превышало 10 мин 
для изократических и 15–20 мин (с учетом урав-
новешивания системы в начальном состоянии) 
для градиентных режимов. В области времен 
удерживания до 3–4 мин обычно наблюдали зна-
чимое влияние гидрофильных несорбируемых 
поглощающих в УФ-свете компонентов биологи-
ческой матрицы (плазмы крови), поэтому выбор 
более быстрых режимов для данного типа коло-
нок нецелесообразен. При оценке приемлемости 
хроматографического режима обращали вни-
мание на асимметрию пика аналита, которая в 
большинстве случаев не превышала 2–2,5. Дли-
ну волны детектирования стремились выбирать 
в максимуме поглощения целевого аналита в бо-
лее специфичной области спектра; при наличии 
нескольких максимумов оценивали их интен-
сивность и выбирали оптимум между более ин-
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тенсивной, но более ближневолновой областью, 
или менее интенсивной, но более специфич-
ной и дальневолновой областью. Второй случай 
предпочтительнее, так как меньше влияние эн-
догенных компонентов матрицы, поглощающих 
в ближней УФ-области спектра. Однако следует 
принимать во внимание, что снижается также и 
чувствительность методики из-за снижения ин-
тенсивности поглощения целевого аналита. При 
отсутствии специфических максимумов выбира-
ли длину волны детектирования в ближневолно-

вой области спектра. Использование элюентов 
на основе ацетонитрила, с минимальным содер-
жанием солей в водной составляющей в таком 
случае предпочтительнее, так как позволяет ра-
ботать в области <220 нм.

В табл. 1 представлен обзор хроматографиче-
ских условий, признанных по результатам экс-
периментальной работы оптимальными для ис-
следованных веществ. Аналиты приведены в 
алфавитном порядке по международным непатен-
тованным названиям (МНН), где это применимо.

Таблица 1

Обзор ВЭЖХ-условий для анализа ряда лекарственных препаратов в биопробах

Table 1

Review of HPLC conditions for the analysis of a number of drugs in biosamples

№ 
п/п

Аналит, химическое название Режим Элюент, соотношение (об/об)
Длина 
волны, 

нм

1.
Абакавир, (1S,4R)-4-[2-амино-6-(циклопропиламино)-

9H-пурин-9-ил]-2-циклопентен-1-метанол 
Изократический

0,03% раствор ТФУ : 
ацетонитрил, 88:12

295

2.
Амлодипин, 2-[(2-Аминоэтокси)метил]-4-

(2-хлорфенил)-1,4-дигидро-6-метил-3,5-пиридин 
дикарбоновой кислоты 3-этил 5-метиловый эфир 

Градиентный
0,2% раствор триэтиламина, доведен-

ный до рН 2,5 50% раствором 
фосфорной кислоты, : ацетонитрил

235

3.
Аторвастатин, [R(R*R*)]-2-(4-фторфенил)-β, 

δ-дигидрокси-(1-метилэтил)-3-фенил-4-[(фениламино)
карбонил]-пиррол-1-гептановая кислота

Изократический
0,03% раствор ТФУ : 
ацетонитрил, 30:70

245

4.
Ацикловир, 2-амино-9-((2-гидроксиэтокси)метил)-

1H-пурин-6(9H)-он 
Изократический

Буферный раствор, содержащий 
1,5% уксусной кислоты 

и 0,5% триэтиламин, : метанол, 98:2
250

5.
Бетулин, пентациклический тритерпеновый 

спирт ряда лупана
Изократический Ацетонитрил 202

6.
Бикалутамид, (±)-4'-Циано-α,α,α-трифтор-3-[(п-

фторфенил)сульфонил]-2-метил-м-лактотолуидид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 50:50

270

7.
Бисопролол, 1-[4-[[2-(1-Метилэтокси)этокси]метил]

фенокси]-3-[(1-метилэтил)амино]-2-пропанол 
Изократический

0,5% раствор уксусной кислоты 
и 0,15% раствор триэтиламина : 

ацетонитрил, 75:25
225

8.
Бортезомиб, [(1R)-3-Метил-1-[[(2S)-1-оксо-3-фенил-2-
[(пиразинилкарбонил)амино]пропил]амино]бутил]

бороновая кислота
Градиентный

0,1% раствор фосфорной кислоты, 
доведенный до рН 6,0 триэтилами-

ном, : ацетонитрил
270 

9.

Босвелловые кислоты – босвелловая кислота (БК), 
ацетилбосвелловая кислота (АБК), кетобовелловая 

кислота (КБК), ацетилкетобосвелловая кислота 
(АКБК), компоненты экстракта босвеллии 

(Boswellia serrata Roxb.)

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил
210 

и 254

10. Букридон, букридона гидрохлорид Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 250

11.
Венлафаксин, (1-[2-(Диметиламино)-1-(4-

метоксифенил)этил]циклогексанол) 
и о-десметилвенлафаксин

Градиентный 0,2% раствор ТФУ: ацетонитрил 225

12.
Витамин Е (токоферола ацетат), 6-ацетокси-2-

метил-2-(4,8,12-триметилтридецил)-хроман
Изократический Метанол 284

13.

Гиосцина бутилбромид, [7(S)-(1α,2β,4β,5α,7β)]-9-
Бутил-7-(3-гидрокси-1-оксо-2-фенилпропокси)-9-

метил-3-окса-9-азония трицикло [3.3.1.02,4]нонана 
бромид

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 210

14. Гопантеновая кислота Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 90:10

205
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№ 
п/п

Аналит, химическое название Режим Элюент, соотношение (об/об)
Длина 
волны, 

нм

15.

Дарунавир, [(1S,2R) – 3-[[(4-аминофенил)-сульфонил]
(2-метилпропил)-амино] – 2 – гидрокси – 1 – 

пропил-(фенилметил)]-карбамоиновая кислота (3R, 
3aS, 6aR)-эстер фуран-3-ул гексагидрофуро-[2,3-b]

Изократический
0,1 М раствор муравьиной кислоты: 

ацетонитрил, 50:50
265 

16.
Дигидрокверцетин, 3,3',4',5,7–пентагидроксифла-

ванон
Градиентный 0,03% раствор ТФУ:ацетонитрил 290

17.
Диклофенак, 2-[(2,6-Дихлорфенил)амино]бензолук-

сусная кислота
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 35:65

275

18.
Доксазозин, (1-(4-Амино-6,7-диметокси-2-

хиназолинил)-4-[(2,3-дигидро-1,4-бензодиоксин-2-
ил)карбонил]пиперазин)

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 70:30

246

19.

Доцетаксел, (2R,3S)-N-Карбокси-3-фенилизосерин-
N-трет-бутил-13-5β,20-эпокси-1,2α,4,7β,10β,13α-

гексагидрокситакс-11-ен-9-он-4- ацетат-2-бензоата 
тригидрат

Изократический Вода очищенная: ацетонитрил, 50:50 229

20.
Дутастерид, (5a,17b)-N-{2,5-бис(трифторметил)-
фенил}-3-оксо-4-азаадрост-1-ен-17-карбоксамид

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 30:70

240

21. Зидовудин, 3'-азидо-3'-дезокситимидин Изократический

Буферный раствор с рН 3,8 (1,9 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 3,8 ледяной уксусной 
кислотой): метанол, 70:30

265

22.
Ибупрофен, α-Метил-4-(2-метилпропил)-

бензолуксусная кислота
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 35:65

220

23. Изотретиноин, 13-цис-ретиноевая кислота Изократический 0,03% раствор ТФУ: метанол, 10:90 356

24.
Икариин, компонент экстракта горянки 

(Epimedium koreanum L.)
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 270

25.
Иматиниб, [(4-метил-1-пиперазинил)метил]-N-[4-

метил-3-[[4-(3-пиридинил)-2-пиримидинил]амино]-
фенил]бензамид метансульфонат

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 265 

26.
Иринотекан, (+)-7-Этил-10-гидроксикамфотецин-10-

[1,4'-биперидин]-1'-карбоксилат 
Изократический

Буферный раствор, содержащий 
0,01 моль/л ацетата аммония и 0,1% 
муравьиной кислоты: ацетонитрил, 

75:25

220

27.
Каберголин, 1-[(6-Аллилэрголин-8β-ил)карбонил]-1-

[3-(диметиламино)пропил]-3-этилмочевина
Изократический

Фосфатный буферный раствор 
с рН 2,0 (6,8 г/л калия фосфорнокис-
лого однозамещенного доведенный 
до рН 2,0 50% раствором кислоты 
фосфорной, и содержащий 0,2 мл 

триэтиламина): ацетонитрил, 82:18

215

28.
Катехин, (+)-катехин, компонент экстракта 

лапчатки белой (Potentilla alba L.)
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 280

29.
Кверцетин, 2-(3,4-дигидроксифенил)-3,5,7-

тригидрокси-4Н-1-бензопиран-4-он
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 65:35

370

30.
Кетопрофен, 3-бензоил-α-метилбензолуксусная 

кислота
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 50:50

254

31.

Клопидогрел, метил-(+)-(S)-α-(о-хлорфенил)-6,7-
дигидротиено[3.2-c]пиридин-5(4Н)-ацетат 

в организме метаболизируется до неактивного 
метаболита – карбоксиловой кислоты клопидогрела

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 220

32.
Ламивудин, (2R-цис)-4-Амино-1-[2-(гидроксиметил)-

1,3-оксатиолан-5-ил]-2(1Н)-пиримидинон
Изократический

Буферный раствор с рН 3,8 (
1,9 г/л аммония уксуснокислого, 
доведенный до рН 3,8 ледяной 

уксусной кислотой): метанол, 90:10

277

33.
Леветирацетам, (-)-(s)-этокси-2-оксо-1-пирролиин 

ацетамид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 10:90

205



Фармацевтическая химия и фармакогнозия

28 2020, т. 69, №3ФармацияФармация

Продолжение табл. 1

Continuing of table 1

№ 
п/п

Аналит, химическое название Режим Элюент, соотношение (об/об)
Длина 
волны, 

нм

34.
Левофлоксацин, (-)-(S)-9-Фтор-2,3-дигидро-3-метил-

10-(4-метил-1-пиперазинил)-7-оксо-7H-пиридо[1,2,3-
de]1,4-бензоксазин-6-карбоновая кислота гемигидрат

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 82:18

295

35.
Лейпрорелин, 6-D-Лейцин-9-(N-этил-L-пролинамид)-

10-деглицинамид-лютеинизирующий гормон-
рилизинг-фактор

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 210

36.
Линезолид, N-[[(5S)-3-[3-Фтор-4-(4-морфолинил)

фенил]-2-оксо-5-оксазолидинил]метил]ацетамид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 75:25

250 

37.
Лозартан, 2-Бутил-4-хлор-1-[[2'-(1Н-тетразол-5-ил)

[1,1'-бифенил]-4-ил]-метил]-1Н- имидазол-5-метанол
Градиентный

Буферный раствор с рН 2,5 
(0,2% раствор триэтиламина, 

доведенный до рН 2,5 50% раствором 
фосфорной кислоты): ацетонитрил

220

38. Лютеин, 3,3'-дигидрокси-β-каротин Изократический Метанол : ацетонитрил 5:95 450

39.
Мелатонин, N-[2-(5-Метокси-1H-индол-3-ил)этил]

ацетамид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 75:25

220

40.
Метокситиозинид, 1-(2-хлор-6-метоксихинолин-3-
ил)-4-(диметиламино)-2-(1-нафтил)-1-фенилбутан-2-

ол в виде гидрохлорида
Изократический

Буферный раствор, содержащий 0,5% 
ледяной уксусной кислоты и 0,15% 
триэтиламина: ацетонитрил, 50:50

225

41.
Миртазапин, 1,2,3,4,10,14b-Гексагидро-2-

метилпиразино[2,1-a]пиридо[2,3-с][2]бензазепин
Изократический

0,03% раствор ТФУ и 0,3% триэтила-
мина: ацетонитрил в соотношении 

35:65
295

42.

Моксифлоксацин, 1-циклопропил-6-фтор-1,4-
дигидро-8-метокси-7-[(4aS,7aS)-октагидро-6H-

пирроло[3,4-b]пиридин-6-ил]-4-оксо-3-
хинолинкарбоновая кислота (в виде гидрохлорида)

Изократический
Буферный раствор, содержащий 0,5% 

ледяной уксусной кислоты и 0,15% 
триэтиламина: ацетонитрил, 75:25

295

43.
Неларабин, (2-амино-β-D-арабинофуранозил-6-

метокси-9H-пурин) и 9-β-D-арабинофуранозилгуанин
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 

280 
и 254

44.
Оксалиплатин, [(1R,2R)-1,2-Циклогександиамин-

N,N'][оксалато(2)-O,O']платина
Изократический

Буферный раствор, содержащий 0,5% 
ледяной уксусной кислоты и 0,15% 
триэтиламина: ацетонитрил, 97:3

220

45.
Рабепразол, 2-[[[4-(3-Метоксипропокси)-3-метил-2-

пиридил]метил]сульфинил]бензимидазол
Изократический

Буферный раствор с рН 4,0 (1,9 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 4,0 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил, 70:30

280

46.
Ребамипид, N-(4-хлорбензоил)-3-(2-оксо-1,2-

дигидрохинолин-4-ил)аланин
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 65:35

230

47.
Рибавирин, 1-β-D-рибофуранозил-1Н-1,2,4-триазол-

3-карбоксамид
Изократический Вода очищенная 210

48.
Рисперидон, 3-[2-[4-(6-Фтор-1,2-бензизоксазол-3-ил)
пиперидино]этил]-6,7,8,9-тетрагидро-2-метил-4Н-

пиридо[1,2-a]пиримидин-4-он
Градиентный

Буферный раствор с рН 6,5 (154 г/л 
аммония ацетата, доведенный 

до рН 6,5 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил

275

49.

Рифабутин, (9S,12E,14S,15R,16S,17R,18R,19R,20S,21
S,22E,24Z)-6,18,20-тригидрокси-14-метокси-

7,9,15,17,19,21,25-гептаметил-1’-(2-метилпропил)-
5,10-26-триоксо-3,5,9,10-тетрагидроспиро[9,4-

(эпоксипентадека[1,11,13]триенимино)-2Н-
фуро[2’,3’,7,8]нафто[1,2d]имидазол-2,4’-пиперидин]-

16-ил-ацетат

Изократический

Буферный раствор с рН 4,0 (3,8 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 4,0 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил, 50:50

275

50.
Силденафил, 1-[[3-(6,7-Дигидро-1-метил-7-оксо-3-

пропил-1Н-пиразоло[4,3-α]пиримидин-5-ил)-4-
этоксифенил] сульфонил]пиперазина цитрат

Изократический

Буферный раствор с рН 5,5 (0,2% рас-
твор фосфорной кислоты, доведен-

ный до рН 5,5 40% раствором гидрок-
сида натрия): ацетонитрил, 55:45

225

51.
Схизандрин (схизандрол А), компонент экстракта 

лимонника китайского (Schisandra chinensis L.)
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 250
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52.

Такролимус, (3S,4R,5S,8R,9E,12S,14S,15R,16S,18R,19
R,26aS)-5,6,8,11,12,13,14,15,16,17,18,19,24,25,26,26a-
Гексагидро-5,19-дигидрокси-3-[(1E)-2-[(1R,3R,4R)-4-
гидрокси-3-метоксициклогексил]-1-метилэтенил]-

14,16-диметокси-4,10,12,18-тетраметил-8-(2-
пропенил)-15,19-эпокси-3H-пиридо[2,1-c]

[1,4]-оксааза-циклотрикозин-1,7,20,21(4H,23H)-
тетрон (в виде моногидрата)

Изократический Ацетонитрил 215

53.
Теризидон, 1,4-бис-D(3-оксо-4 

изоксазолидинилиминометил)-бензол
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 30:70

240

54.
Тилорон, 2,7-Бис-[2-(диэтиламино)этокси]-9H-

флуорен-9-он (и в виде дигидрохлорида)
Градиентный

Буферный раствор, содержащий 
0,5% уксусной кислоты 

и 0,15% триэтиламина: ацетонитрил
270

55.
Торасемид, 1-(1-метилэтил)-3-[[4-[(3-метилфенил)-

амино]-пиридин-3-ил] сульфонил]-мочевина
Изократический

Буферный раствор с рН 4,0 (1,9 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 4,0 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил, 70:30

290

56. Трипептид (лизил-глутамил-триптофан) Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 220

57.
Убидекаренон, 2,3-диметокси-5-метил-6-

декапренил-1,4-бензохинон
Изократический Гексан: метанол 2:8 275

58.
Фелодипин, 4-(2,3-Дихлорфенил)-1,4-дигидро-2,6-

диметил-3,5-пиридиндикарбоновой кислоты 
этилметиловый эфир

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 70:30

360

59.

Хлорогеновая кислота, соединение группы корич-
ных кислот, компонент экстракта кофейного 

дерева Frangula california (Eschsch.) 
Gray (California coffeberry)

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 325

60. Циклосерин, (R)-4-амино-3-изоксазолидинон Изократический

Буферный раствор с рН 4,4 (0,75 г/л 
додекансульфоната натрия, содержа-

щий 3,15 мл/л ледяной уксусной 
кислоты, доведенный до рН 4,4 0,5 Н 

раствором гидроксида натрия): 
ацетонитрил, 90:10

225

61.
Цитохром С (колонка Юпитер протео), фермент, 

гемопротеин с молекулярной массой около 14 кДа
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 395

62.
Ципрофлоксацин, 1-циклопропил-6-фтор-1,4-

дигидро-4-оксо-7-(1-пиперазинил)-3-
хинолинкарбоновая кислота 

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 82:18

280

63.
Эфавиренз, (4S)-6-Хлор-4-(циклопропилэтинил)-1,4-
дигидро-4-(трифтор-метил)-2H-3,1-бензоксазин-2-он

Изократический
0,1 М раствор муравьиной кислоты: 

ацетонитрил, 30:70
245

На основании представленных данных (см. 
табл. 1) в 68% случаев (для 43 веществ) были по-
добраны изократические режимы, причем в зна-
чительном числе случаев (около 47% от числа 
изократических режимов или около 32% от об-
щего числа) элюентом являлась смесь 0,03% рас-
твора ТФУ и ацетонитрила. В 32% случаев (20 ве-
ществ) были выбраны различные градиентные 
режимы; смесь 0,03% раствора ТФУ и ацетони-
трила также была превалирующей (75% случа-
ев от числа градиентных режимов или около 
24% от общего числа). В целом различные сочета-
ния раствора ТФУ и ацетонитрила оказались оп-

тимальными для 40 из 63 веществ (около 63%). 
Преимуществами этого элюента является его 
простота, доступность, отсутствие негативного 
влияния на компоненты хроматографической 
системы – колонку, клапана насосов и других 
элементов, присущих, например, солесодержа-
щем буферным растворам [16]. Кислые элюенты 
(рН 0,03% раствора ТФУ около 2,3) чаще оказыва-
ются более предпочтительными в ВЭЖХ, позво-
ляя сместить рН элюента от области рКа анали-
зируемых соединений и перевести ионогенные 
аналиты в протонированную форму (Н-форму) 
[5]. Современные хроматографические колонки 
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более устойчивы в области кислых значений рН, 
чем щелочных – например, используемый тип 
колонок Luna C18 (2) рекомендован для работы 
с элюентами в диапазоне рН 1,5–10 [17]. Кроме 
того, ТФУ является одним из ион-парных реаген-
тов, улучшающих удерживание и хроматографи-
ческий анализ ряда ионогоенных, гидрофиль-
ных соединений [5].

Доминирование изократических режимов 
над градиентыми также вполне объяснимо. Изо-
кратические режимы в целом более устойчивы, 
стабильны, экономичны по времени (не требу-
ется затрат времени на возвращение и уравно-
вешивание системы в исходное состояние). Кро-
ме того, большинство задач нацелено на анализ 
одного целевого компонента, поэтому доволь-
но легко удается подобрать изократический ре-
жим, позволяющий элюировать мешающие ком-
поненты матрицы в начале хроматограммы, 
а целевой аналит – в области оптимальных вре-
мен удерживания (4–8 мин). Градиентные режи-
мы потребовались для задач, предусматриваю-
щих анализ двух и более аналитов (венлафаксин 
и о-десметилвенлафаксин; неларабин и 9-β-D-
арабинофуранозилгуанин босвелловые кис-
лоты), компонентов растительных экстрактов 
(например, икариин, катехин, схизандрин, хло-
рогеновая кислота) или сравнительно гидро-
фильных объектов со сложной структурой, спо-
собных к образованию водородных связей и т.п., 
элюирующихся в изократических режимах в 
виде несимметричных, размытых пиков (с фак-
тором асимметрии >2,5). Для таких аналитов 
рационально введение ион-парных реагентов 
(ТФУ, триэтиламина, октансульфоновой кисло-
ты и др.) в состав элюента. В ряде случаев оказы-
вается достаточным наиболее простого из таких 
реагентов – ТФУ в сочетании с градиентным ре-
жимом со сравнительно быстрой скоростью из-
менения концентрации ацетонитрила (2–4,5% в 
минуту). 

При работе с элюентами, состоящим из 0,03% 
раствора ТФУ и ацетонитрила, большинство ис-
пользованных нами градиентных режимов вклю-
чали линейное изменение содержания ацетони-
трила в составе элюента от 10–20 до 50–60% за 
10–15 мин. Среди изократических режимов мож-
но выделить две группы, условно названные ги-
дрофильными – с содержанием ацетонитрила 10–
30% (10 веществ, 16% от общего числа аналитов), 
и гидрофобными – с содержанием ацетонитрила 
50–100% (11 веществ, около 18% от общего числа 
аналитов).

Анализируя сведения о длинах волн детек-
тирования, можно выделить три области УФ-
спектра, используемые наиболее часто – 205–
220 нм (16 веществ, около 25%), 220–254 нм (20 
веществ, около 31%), 270–295 нм (23 вещества, 
35%) и более 300 нм (6 веществ, 9%) (рис. 1). Выбор 
длин волн в более длинноволновой области (350–
370 нм) является скорее исключением, обуслов-
ленным наличием у аналитов специфических 
максимумов поглощения в этой области (6 ве-
ществ, около 9%). В первой области наиболее ча-
сто используемой оказалась длина волны 220 нм 
(8 веществ), во второй и третьей областях явно-
го лидера не выявлено. Отметим, что в третьей 
области одинаковое число раз (по 4 раза) выбра-
но несколько близких длин волн – 270, 275, 280 
и 295 нм. Видимо, такая ситуация характеризу-
ет общие особенности спектров поглощения ор-
ганических соединений – в большинстве случаев 
основные максимумы располагаются в области 
220–300 нм.

Следующим этапом разработки аналитиче-
ской методики после выбора оптимальных усло-
вий хроматографирования и регистрации анали-
тического отклика является выбор оптимального 
способа подготовки проб. Для биоаналитических 
исследований этот этап является ключевым, по-
скольку биопробы являются сложными ком-
плексными матрицами. Перед их введением в 
ВЭЖХ-системы необходима специальная подго-
товка образцов, позволяющая максимально уда-
лить компоненты, мешающие определению, и 
выделить целевой аналит [1, 18]. 

В табл. 2 и на рис. 2 представлены сведения о 
процедурах подготовки проб, выбранных для ис-
следованных веществ (аналиты приведены в ал-
фавитном порядке).

В нашей практике использованы два основ-
ных типа подготовки проб – осадительная и экс-
тракционная (см. рис. 2).

Экстракционная пробоподготовка выбрана в 
36% случаев (для 22 веществ). При этом в 2 случаях 
(около 9% от числа экстракционных пробоподго-
товок и около 3,5% от общего числа) рН среды был 
в кислой области (рН<7); в 7 случаях (около 32% от 
числа экстракционных пробоподготовок и около 
11,5% от общего числа) было выбрано рН среды 
в щелочной области (рН>7) и в 13 случаях (около 
59% от числа экстракционных пробоподготовок 
и 21% от общего числа) введения ионогенных до-
бавок не потребовалось (рН≈7). Поскольку реали-
зация этого типа пробоподготовки предусматри-
вает довольно трудоемкий и длительный подбор 
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Таблица 2

Обзор вариантов пробоподготовки для анализа различных 
лекарственных препаратов в биопробах (плазма крови)

Table 2

Review of the variants of sample preparation for the analysis of various drugs in biosamples (plasma)

№ 
п/п

Аналит

Видопринад-
лежность 

биологической 
матрицы 

(плазмы крови)

Тип пробопод-
готовки

Реагенты

Соотно-
шение 
проба: 

реагент 
(об/об)

Замена раствори-
теля (±), раствори-

тель конечной 
пробы

1. Абакавир Кролик Экстракционная
0,5 Н раствор калия гидрок-

сида, затем этилацетат: 
дихлорметан, 9:1 

1:0,5
1:5

+, вода

2. Амлодипин Кролик Экстракционная
Смесь диэтиловый 

эфир:дихлорметан 7:3
1:7,5 +, метанол

3. Аторвастатин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 –

4. Ацикловир Человек Осадительная 1% раствор хлорной кислоты 1:0,2 –

5. Бикалутамид Человек Экстракционная
Хлористый метилен : 
диэтиловый эфир, 7:3

1:10 +, метанол

6. Бетулин Крыса Экстракционная Ацетон, затем хлороформ
1:2
1:6

+, метанол

7. Бисопролол
Кролик, 
человек

Экстракционная
0,1 Н раствор натрия гидрок-

сида, затем хлороформ
1:0,75

1:3
+, 0,03% раствор ТФУ

8. Бортезомиб Кролик Осадительная
0,1% раствор муравьиной 

кислоты
1:3 +, метанол

9.
Босвелловые 

кислоты
Крыса Экстракционная Ацетон, затем хлороформ

1:1,5
1:2

+, метанол

10. Букридон Кролик, крыса Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

11.
Венлафаксин 
и о-десметил-
венлафаксин

Человек Экстракционная
2 Н раствор натрия гидрок-

сида, затем этилацетат
1:0,25

1:6
+, 0,03% раствор ТФУ 

12.
Витамин Е 

(токоферола 
ацетат)

Кролик Экстракционная Этанол, затем гексан
1:5

1:10
+, метанол

13. Гиосцин Крыса Осадительная Метанол 1:2 +, 0,03% раствор ТФУ 

14.
Гопантеновая 

кислота
Человек Осадительная Метанол 1:3

+, 0,2% раствор 
соляной кислоты

15. Дарунавир Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

16.
Дигидро-

кверцетин
Кролик Экстракционная

Ферментативный гидролиз, 
затем этилацетат

1:3 +, этанол

17. Диклофенак Крыса Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

18.
Доксазозина 

мезилат (артезин)
Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

19. Доцетаксел Крыса Экстракционная Этилацетат 1:12,5 +, метанол

20. Дутастерид Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

21. Зидовудин Человек Осадительная Метанол 1:2
+, элюент (буферный 

раствор с рН 3,8 : 
метанол, 70:30)

22. Ибупрофен Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

23. Изотретиноин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

24. Иматиниб Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

25. Иринотекан Крыса Осадительная
0,5 Н раствор хлорной 

кислоты
1:0,2 –
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Продолжение табл. 2

Continuing of table 2

№ 
п/п

Аналит

Видопринад-
лежность 

биологической 
матрицы 

(плазмы крови)

Тип пробопод-
готовки

Реагенты

Соотно-
шение 
проба: 

реагент 
(об/об)

Замена раствори-
теля (±), раствори-

тель конечной 
пробы

26. Каберголин Человек
Экстракционная, 

осадительная

Боратный буферный 
раствор с рн 10,0, затем 
этилацетат ацетонитрил

1:1
1:4
1:3

+, метанол, +, 0,1% 
раствор муравьиной 

кислоты

27. Катехин Крыса Экстракционная Этилацетат 1:3
+, 50% раствор 

соляной кислоты : 
этанол 1:1

28. Кверцетин Крыса Экстракционная Этилацетат 1:3 +, этанол

29. Кетопрофен Крыса Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

30.

Клопидогрел 
(в виде карбокси-

ловой кислоты 
клопидогрела)

Человек Экстракционная
2Н раствор соляной 

кислоты, затем гексан: 
диэтиловый эфир, 2:8

1:0,2
1:30

+, метанол

31. Ламивудин Человек Осадительная Метанол 1:2
+, элюент (буферный 

раствор с рН 3,8 : 
метанол, 90:10)

32. Леветирацетам Человек Осадительная
0,4 М раствор хлорной 

кислоты
1:0,1 –

33. Левофлоксацин Человек Осадительная 1 Н раствор хлорной кислоты 1:0,2 –

34. Лейпрорелин Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

35. Линезолид Человек Осадительная Метанол 1:2 +, метанол

36. Лозартан Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

37. Лютеин Крыса Экстракционная Этанол, затем гексан
1:1
1:2

+, метанол

38. Мелатонин Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

39. Метокситиозонид Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

40. Миртазапин Человек Экстракционная
25 % раствор аммиака, 

затем гексан
1:0,1
1:5

+, метанол

41. Моксифлоксацин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

42.
Неларабин 

и 9-β-D-арабино-
фуранозилгуанин

Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, вода

43. Рабепразол Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

44. Ребамипид Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

45. Рибавирин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, вода

46. Рисперидон Человек Экстракционная
0,1 Н раствор натрия гидрок-
сида, 30% раствор натрия хло-
рида, затем диэтиловый эфир

1:0,3
1:0,4
1:6

+, элюент (буферный 
раствор с рН 6,5 : 

ацетонитрил, 70:30)

47. Рифабутин Крыса Экстракционная

Элюент (ацетонитрил: 
буферный раствор с рн 4,0, 
50:50), затем дихлорметан: 

изооктана, 2:3

1:0,5
1:2

+, метанол

48. Силденафил Человек Экстракционная
0,5 Н раствор натрия гидрок-

сида, затем дихлорметан
1:0,2
1:8

+, метанол

49. Схизандрин Крыса Экстракционная Диэтиловый эфир 1:3 +, метанол

50.
Трипептид 

(лизил-глутамил-
триптофан)

Кролик Осадительная
15% раствор хлорной 

кислоты
1:0,1 –
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оптимальных условий экстракции (экстрагент, 
рН среды, соотношение двух фаз, время обработ-
ки и т.п.), мы применяли этот способ только при 
наличии хотя бы минимальных (экстрагент, соот-
ношение) литературных сведений.

Экстракционную подготовку проб или жид-
кость-жидкостную экстракцию (ЖЖЭ) исполь-
зуют преимущественно в распределительном 
варианте. Этот способ предполагает извлече-
ние аналита в слой органического растворите-
ля (этилацетата, диэтилового эфира, хлорофор-
ма и др.) не смешивающегося с гидрофильной 
средой пробы с предварительным добавлением 
кислых или щелочных реагентов для создания 
оптимального значения рН или без такового [1]. 
Важную роль при выборе экстрагента играют хи-
мические свойства аналита, а изменение рН по-
зволяет управлять их полярностью для повыше-
ния эффективности экстракции (кислоты имеют 
большее сродство к органической фазе при низ-
ких значениях рН, основания – при высоких). 
К недостаткам ЖЖЭ относят трудоемкость, вре-
мязатратность, многостадийность.

Осадительная пробоподготовка оказалась 
оптимальной в 64% случаев (39 веществ), при-
чем лидирующее положение занимает осажде-
ние ацетонитрилом – 64% от числа осадитель-

ных пробоподготовок или 42% от общего числа 
(25 веществ), метанол и кислотные или иные оса-
дители оказались оптимальны в примерно оди-
наковом числе случаев – 6 (15,5% от числа оса-
дительных пробоподготовок или 10% от общего 
числа) и 8 (20,5% от числа осадительных пробо-
подготовок или 13% от общего числа) соответ-
ственно (см. табл. 2, рис. 2). Осаждение белков 
является наиболее простым, универсальным и 
достаточно эффективным способом подготовки 
биопроб к ВЭЖХ-анализу [3, 19]. Этот способ по-
зволяет удалить до 98% протеинов плазмы крови 
[18]. Процедура является быстрой недорогой, про-
стой в исполнении и может быть применена для 
широко спектра аналитов [19]. В качестве осадите-
лей обычно используют растворы кислот (трихло-
руксусной, хлорной, муравьиной и др.), метанол, 
ацетонитрил, реже соли и другие реагенты. Ме-
танол и ацетонитрил используют наиболее часто, 
поскольку эти растворители хорошо смешивают-
ся с гидрофильной средой биопроб (плазмы кро-
ви), легко удаляются (процедура пробоподготов-
ки часто предусматривает замену растворителя, 
необходимую для компенсации разбавления про-
бы осадителем), оптимальны для последующего 
перерастворения проб и совместимы с элюента-
ми, используемыми в ВЭЖХ.

Продолжение табл. 2

Continuing of table 2

№ 
п/п

Аналит

Видопринад-
лежность 

биологической 
матрицы 

(плазмы крови)

Тип пробопод-
готовки

Реагенты

Соотно-
шение 
проба: 

реагент 
(об/об)

Замена раствори-
теля (±), раствори-

тель конечной 
пробы

51. Такролимус Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, ацетонитрил

52. Теризидон Человек Осадительная Метанол 1:2 -

53. Тилорон Кролик Экстракционная Хлороформ 1:5 +, этанол

54. Торасемид Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

55. Фелодипин Кролик Осадительная
Ацетонитрил, затем 10% 

раствор хлорной кислоты
1:1
1:1

–

56. Убидекаренон Крыса Экстракционная Метанол, затем гексан
1:1,7
1:4

+, ацетон

57.
Хлорогеновая 

кислота
Крыса Осадительная

10% раствор хлорной 
кислоты

1:0,5 –

58. Циклосерин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, вода

59. Цитохром С Кролик Осадительная
Ацетонитрил : 0,03% раствор 

ТФУ, 50:50 
1:1 –

60. Ципрофлоксацин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

61. Эфавиренз Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3

+, элюент (0,1 М 
раствор муравьиной 

кислоты : 
ацетонитрил, 30:70)
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Все разработанные методики были надлежа-
щим образом валидированы в соответствии с 
требованиями руководств (ICH Q2A Harmonized 
tripartite guideline, text on validation of analytical 
procedures; ICH Q2B Harmonized tripartite 
guideline, validation of analytical procedure: 
methodology; Guideline on bioanalytical method 
validation. EMEA/CHMP/EWP 192217/2009, 
London, Committee for medicinal products for 
human use (CHMP), 2011; Guidance for Industry: 
Bioanalytical method for validation. Rockville, MD, 
U.S. Department of Health and Human Services, 
FDA, Center for Drug Evaluation and Research, 
Center for veterinary medicine, 2001). Основны-
ми валидационными параметрами методик ко-
личественного определения лекарственных ве-
ществ в плазме крови являлись селективность, 
нижний предел количественного определения 
(НПКО), калибровочный диапазон, точность, 
прецизионность, стабильность аналита. По всем 
валидационным параметрам были получены ре-
зультаты, удовлетворяющие предъявляемым 
требованиям. Концентрации, соответствующие 

НПКО для большинства аналитов находилось в 
диапазоне 0,01–0,1 мкг/мл, что согласуется с ли-
тературными данными [2, 3] и характеризует 
уровень чувствительности биоаналитических 
методик с применением метода ВЭЖХ с УФ-
детектированием.

Заключение
Выявленные особенности могут быть приме-

нены в дальнейшем к более широкому кругу ана-
литов при создании и совершенствовании био-
аналитических методик с применением метода 
ВЭЖХ-УФ.
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РЕЗЮМЕ

Введение. Необходимость использования стандартизованных методик определения специфической безопасности инфузи-

онных лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека обусловлена вариабельностью критических параметров, связан-

ных с использованием биологических реагентов, поэтому проблемы разработки и проведения аттестационных исследований 

стандартных образцов приобретают особую актуальность. 

Цель исследования – анализ методических подходов к разработке и аттестации стандартного образца для определения 

антикомплементарной активности препаратов иммуноглобулинов человека.

Материал и методы. Использовали стандартные образцы иммуноглобулина человека – зарубежный (BRP), утвержденный 

Европейским директоратом по качеству лекарственных средств и здравоохранения (Франция) и отечественный. Применялись 

методы системного анализа и документальной экспертизы. Антикомплементарную активность определяли методом, основан-

ным на способности иммуноглобулинов человека связывать комплемент, препятствуя лизису сенсибилизированных эритроци-

тов барана в реакции связывания комплемента.

Результаты. Сравнительный анализ и обобщение опыта разработки и аттестации отечественного и зарубежного стандартных 

образцов иммуноглобулина человека для определения антикомплементарной активности выявили отличительные особенности 

отечественного стандартного. Они заключаются в двухкомпонентности и наличии аттестованных значений антикомплементарной 

активности для положительного и отрицательного контролей, выраженных в виде (Х
ср.

±2Sx) с доверительной вероятностью 0,95, 

что позволяет использовать данный стандартный образец для подтверждения стабильности аналитической работы методики и 

оценивать возможные тенденции к изменению процесса испытаний. Преимуществом зарубежного стандартного образца иммуно-

глобулина человека (BRP) является привлечение к участию в аттестационных исследованиях нескольких лабораторий.

Заключение. Определены два подхода в методологии разработки и проведения аттестационных исследований стандарт-

ного образца иммуноглобулина человека для определения антикомплементарной активности, а также могут быть использованы 

производителями инфузионных лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека при разработке и аттестации стандарт-

ных образцов предприятия.
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Введение

Лекарственные препараты иммуноглобу-
линов человека входят в число наибо-

лее широко используемых терапевтических бел-

ков во всем мире и пользуются повышенным 
спросом. Их можно применять внутривенно, 
внутримышечно или подкожно. Медицинское 
применение препаратов иммуноглобулинов че-

Ключевые слова: иммуноглобулин человека, антикомплементарная активность, специфическая безопасность, стандартные 

образцы.
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SUMMARY 

Introduction. The need to use standardized procedures for determining the specific safety of human immunoglobulin infusion 

formulations is due to the variability of critical parameters related to the use of biological reagents. Therefore, the problems with the 

development and certifying tests of standard samples are of particular relevance.

Objective: to analyze methodological approaches to developing and certifying a standard sample to determine the anticomplementary 

activity of human immunoglobulin preparations.

Material and methods. Standard samples of human immunoglobulin (foreign [Biological Reference Preparation (BRP) approved by 

the European Directorate for the Quality of Medicines and Healthcare (France)] and Russian batches) were used. Methods for systematic 

analysis and document examination were applied. Anticomplementary activity was determined by a method based on the ability of 

human immunoglobulins to bind complement, by preventing the lysis of sensitized sheep red blood cells in the complement binding 

reaction.

Results. Comparative analysis and generalization of the experience in developing and certifying Russian and foreign standard human 

immunoglobulin samples for determining anticomplementary activity revealed the distinctive features of the Russian standard one. They 

lie in the two-component pattern and the presence of certified anticomplementary activity values for positive and negative controls, 

expressed as (X
mean

±2Sx) with a 0.95 confidence interval, which makes it possible to use of this standard sample for confirming the 

stability of an analytical procedure and to evaluate possible trends to change the testing process. The advantage of the foreign standard 

sample of human immunoglobulin (BRP) is that several laboratories can be attracted to participate in certifying tests.

Conclusion. Two approaches were identified in the methodology for the development and certifying tests of a standard human 

immunoglobulin sample to determine anticomplementary activity, and can also be used by the manufacturers of human immunoglobulin 

infusion formulations to develop and certify standard samples of their enterprise.

Key words: human immunoglobulin, anticomplementary activity, specific safety, standard samples.
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ловека в целом считается безопасным, однако, 
они могут привести к серьезным побочным эф-
фектам, таким как анафилактические реакции 
или тромбоз, следовательно, требуются высокие 
стандарты качества к профилю их безопасно-
сти. Государственной фармакопеей Российской 
Федерации (ГФ РФ) предусмотрены высокие тре-
бования к специфической безопасности инфу-
зионных лекарственных препаратов (ЛП) имму-
ноглобулинов человека [1], адекватная оценка 
которой позволяет минимизировать риск воз-
никновения возможных нежелательных реак-
ций при проведении иммуноглобулинотерапии. 
Показателями качества, характеризующими 
специфическую безопасность готовой лекар-
ственной формы инфузионных ЛП иммуногло-
булинов, являются такие понятия, как «Анти-А 
и анти-В гемагглютинины», «Антикомплемен-
тарная активность», «Анти-D антитела», «Актива-
тор прекалликреина». 

Необходимость использования стандартизо-
ванных методик, обеспечивающих единообра-
зие процедуры проведения и оценки выполне-
ния испытания, обусловлена вариабельностью 
критических параметров, связанных с исполь-
зованием биологических реагентов. При опре-
делении антикомплементарной активности 
(АКА) таковыми являются эритроциты бара-
на, комплемент морских свинок и гемолитиче-
ская сыворотка [2]. Стандартизация методики 
определения АКА достигается использованием 
фармакопейного метода Европейской фармако-
пеи (ЕФ), ГФ РФ и др. с применением стандартно-
го образца (СО) соответствующей квалификации. 
Фармакопейным требованием к инфузионным 
ЛП иммуноглобулинов человека является соот-
ветствие уровня их АКА ≤1 СН50/мг белка (что 
соответствует ≤50%). 

В настоящее время на территории Россий-
ской Федерации зарегистрировано 21 наиме-
нование инфузионных ЛП иммуноглобулинов 
человека, из них 6 наименований ЛП произво-
дятся отечественными предприятиями [3]. Ана-
лиз методик определения АКА, используемых 
отечественными и зарубежными производите-
лями, показал, что зарубежными производите-
лями охват стандартизацией составляет 100%, 
отечественными производителями – 66,7%. Кон-
троль качества двух ЛП отечественного произ-
водства подразумевает использование методи-
ки [4], введенной в действие в 1988 г., которая 
не позволяет оценить соответствие ЛП имму-
ноглобулинов человека современным между-

народным требованиям, т.к. предусматривает 
определение АКА как «сохранение активности 
2 гемолитических единиц в присутствии 10 мг 
белка иммуноглобулина» и не предусматрива-
ет использование стандартного образца. Норма-
тивная документация на инфузионные ЛП им-
муноглобулинов человека как отечественного, 
так и зарубежного производства предусматри-
вает использование стандартных образцов: BRP, 
ОСО 42–28–430, СО предприятия. СО иммуногло-
булина человека BRP (СО ЕФ) впервые был раз-
работан и утвержден в 1995 г. после проведения 
межлабораторных исследований по аттестации 
[5]. Отечественный СО иммуноглобулина чело-
века (ОСО 42–28–430) разработан и утвержден в 
2014 г. [6]. В случае использования СО предпри-
ятия значение их аттестованных характеристик 
должно прослеживаться к СО более высокого 
порядка [7], а информация об их разработке и 
аттестации должна содержаться в материалах 
регистрационного досье на ЛП.

Целью настоящего исследования являлся ана-
лиз методических подходов к разработке и атте-
стации стандартного образца для определения 
антикомплементарной активности препаратов 
иммуноглобулинов человека.

Материал и методы
В исследовании использовали стандартный 

образец иммуноглобулина человека (BRP): серия 
1 (кат. № Y0001504), серия 1 (кат. № Y0001994), 
утвержденные Европейским директоратом по 
качеству лекарственных средств и здравоохра-
нения, Франция (European Directorate for the 
Quality of Medicines, EDQM) и отечественный 
стандартный образец иммуноглобулина челове-
ка (ОСО 42–28–430), серии 1–3, ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России. Указанные СО имеют раз-
личные диапазоны аттестованных значений 
для отрицательного и положительного контро-
ля. 

Применяли методы системного анализа и 
документальной экспертизы. Для определения 
АКА использовали метод, основанный на способ-
ности иммуноглобулинов человека связывать 
комплемент, препятствуя лизису сенсибилизи-
рованных эритроцитов барана в реакции связы-
вания комплемента [8, 9]. Расчет статистических 
параметров (среднего значения, стандартного от-
клонения, доверительного интервала) с довери-
тельной вероятностью 0,95 выполняли по Глан-
цу [10], используя программное обеспечение MS 
Excel 2007.
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Результаты и обсуждение
Проведенные информационно-аналитиче-

ские исследования позволили выявить, что в 
разные годы различные серии СО иммуногло-
булина человека BRP согласно информации, 
указанной в инструкции по применению, под-
разумевали его использование не только при 
определении антикомплементарных свойств 
иммуноглобулина, но также при определении 
молекулярных параметров (молекулярно-мас-
совое распределение молекул с помощью ме-
тода ВЭЖХ) и для определения целостности 
Fc-функции иммуноглобулина [5, 11–14]. За бо-
лее чем 25-летний период применения различ-
ных серий данного СО наблюдалась тенденция 
к увеличению количества лиофилизированно-
го материла во флаконе и изменение диапазо-
нов значений отрицательного и положительно-
го контролей (табл. 1).

Сравнительный анализ отечественного и за-
рубежного СО иммуноглобулина человека для 
определения АКА позволил выявить сходства и 
различия в методических подходах в разработке 
и аттестации (табл. 2) и способах использования 
(см. рисунок).

Несомненным преимуществом СО имму-
ноглобулина человека BRP является привлече-
ние к участию в аттестационных исследованиях 
нескольких лабораторий. Зарубежный СО пе-

ред использованием восстанавливают в задан-
ном количестве (указано в листке-вкладыше к 
СО) воды очищенной и получают раствор с со-
держанием белка примерно 50 мг/мл (пример-
ное содержание белка в ряде случаев может не-
гативно повлиять на результаты определения и 
потребовать подтверждения количественного 
содержания белка в полученном растворе). Оте-
чественный СО не требует пробоподготовки, т.к. 
представляет собой раствор иммуноглобулина 
человека с содержанием белка 100 мг/мл (допол-
нительная аттестованная характеристика). Кро-
ме того различны подходы к формированию от-
рицательного и положительного контролей, так 
при использовании СО иммуноглобулина чело-
века BRP контрольные пробы для инкубации 
формируются путем изменения количества ис-
ходного раствора СО (4-кратное увеличение ко-
личества исходного материла для получения по-
ложительного контроля) [14]. 

Отечественный СО представляет собой двух-
компонентный набор, состоящий из ампулы с 
раствором иммуноглобулина – отрицательный 
контроль и ампулы с раствором иммуноглобули-
на, полученным после специальной обработки – 
положительный контроль (Патент РФ №2577703), 
при формирования контрольных проб для инку-
бации используется одинаковое количество СО 
(по 0,1 мл) из соответствующей ампулы.

Таблица 1 

Обзор стандартных образцов иммуноглобулина человека Европейской фармакопеи

Table 1

Review of European Pharmacopoeia standard human immunoglobulin samples

№ серии 
(кат. №)

Год 
утверж-
дения

Количество 
во флаконе, г 
(объем раство-

рителя, мл)

Аттестованный диапазон 
значений антикомплементарной 

активности, % Дополнительный 
аттестованный параметр

отрицательный 
контроль

положительный 
контроль

1 (Н1000000) 1995 0,5 (10,0) 5–35 50–100
Молекулярные параметры 

и Fc-функции 
иммуноглобулина

2 (Н0990000) 2001 1,0 (20,0) 10–30 50–100
Молекулярные параметры 

и Fc-функции 
иммуноглобулина

3 (Н0990000) 2005 6,0 (105,4) 10–40 60–100
Fc-функции 

иммуноглобулина

1 (Y0001504) 2011 6,0 (105,4) 10–40 60–100 Молекулярные параметры

1 (Y0001994) 2018 10,0 (180,4) 10–40 60–100* –

Примечание: * – объем пробы увеличен с 0,6 мл до 0,8 мл.
Note: * the sample volume is increased from 0.6 ml to 0.8 ml.
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Несмотря на то, что в аттеста-
ционных исследованиях СО им-
муноглобулина человека BRP уча-
ствует несколько лабораторий (от 
7 до 17), анализ публикаций [5, 11–
14], содержащих первичные дан-
ные с результатами исследова-
ний, свидетельствует о том, что у 
некоторых лабораторий, прини-
мающих участие в испытаниях, 
получены значения АКА для от-
рицательного и положительного 
контролей не соответствующие 
заданному диапазону, которые 
в дальнейшем не учитываются 
в статистической обработке ре-
зультатов. В ходе предваритель-
ных исследований исходного ма-
териала-кандидата в СО (серия 1, 
кат. № Y0001994) показано, что 
использование 0,6 мл исходно-
го материала СО часто приводи-
ло к получению значений АКА 
ниже, чем действующие требова-
ния для положительного контро-
ля (60–100%). Полученные резуль-
таты исследования были связаны 

Таблица 2 

Методические подходы к разработке стандартного образца иммуноглобулина 
человека для определения антикомплементарной активности

Table 2 

Methodological approaches to developing a standard human 
immunoglobulin sample to determine anticomplementary activity

Параметр сравнения
Стандартный образец 

Европейской фармакопеи [14]
Отечественный стандартный образец

Исходный материал
Коммерческая серия препарата 

иммуноглобулина
Коммерческая серия препарата 

иммуноглобулина

Комплектность Однокомпонентный Двухкомпонентный

Предварительные 
исследования 
исходного материала

Для подтверждения возможности 
использования в качестве 
положительного контроля

Для подтверждения возможности 
использования в качестве 
отрицательного контроля

Дизайн аттестацион-
ных исследований

В условиях воспроизводимости 
с привлечением нескольких 

лабораторий

В условиях внутрилабораторной 
прецизионности (с участием нескольких 
операторов, использованием различного 

оборудования и реактивов)

Статистическая 
обработка результатов

Каждой лабораторией 
и централизовано

Статистическая обработка по достижению 
достаточного объема выборки (не менее 

20 независимых результатов) 

Изучение стабильности 
после вскрытия 
первичной упаковки

Подтверждена возможность 
использования в течение 14 дней 

после восстановления лиофилизата

Подтверждена возможность использования 
в течение 14 дней после вскрытия ампул

Сравнительный анализ стандартных образцов иммуноглобулина 

человека для определения антикомплементарной активности

Comparative analysis of standard human immunoglobulin samples 

to determine anticomplementary activity

Исходный 
материал

Агрегатное 
состояние

Пробо-
подготовка

Содержание 
белка

Отрицательный 
контроль

Положительный 
контроль

Разведение 
после 
инкубации

Европейский 
фармакопеи (BRP)

Иммуноглобулин 
человека нормальный

Лиофилизат (во флаконе)

Требуется восстановление 
в растворителе Не требуется

Раствор (2 ампулы)

Иммуноглобулин 
человека нормальный

Отечественный 
(ОСО 42-28-430)

Стандартный образец 
иммуноглобулина человека

0,1 мл

0,1 мл

100 мг/мл100 мг/мл

1/201/201/101/50

0,2 мл

0,8 мл

50 мг/мл
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с вариабельностью критических параметров, 
а именно – комплемента морских свинок. С це-
лью исключения возможности получения ре-
зультатов, находящихся на нижней границе 
предписанного диапазона, что может привести 
к ложной оценке испытаний как недействитель-
ных, было рекомендовано использование боль-
шего объема СО (0,8 мл) при 
формировании положительно-
го контроля. Кроме того, СО им-
муноглобулина человека BRP 
(кат. №Н1000000, Н0990000, 
Y0001504) характеризуется зна-
чительной вариабельностью 
получаемых результатов, так 
коэффициент вариации для от-
рицательного контроля различ-
ных серий составляет от 15,8 
до 36,5%, для положительного 
контроля – от 12,3 до 16,8% [13], 
чем, вероятнее всего, объясня-
ется отсутствие аттестованных 
значений с установленной по-
грешностью для соответствую-
щего контроля СО (табл. 3).

Следует отметить, что изме-
нение способа использования 

СО (кат. №Y0001994) в сторону увеличения коли-
чества исходного материла для получения поло-
жительного контроля также повлияло на коэффи-
циент вариации получаемых значений (CV=3,7 %).

По результатам собственных исследований, 
выполненных в лаборатории НЦЭСМП Минз-
драва России с использованием СО иммуногло-

Таблица 3 

Антикомплементарная активность стандартных образцов (BRP), 
полученная в межлабораторных исследованиях EDQM

Table 3 

Anticomplementary activity of standard samples (BRP), 
obtained in the EDQM interlaboratory studies

№ серии

Количество лабо-
раторий, участво-
вавших в межла-

бораторных 
исследованиях

Количество 
выполненных 

повторов

Значения антикомплементарной активности 
Хср.±Sx (n – количество повторов,

 учтенное в статистической обработке), %

отрицательный контроль положительный контроль

1 (Н1000000) 16
58 20,8±7,6 (n=46) CV=36,5% 74,3±9,9 (n=46) CV=13,3%

18* 22,2±3,5 (n=14)* CV=15,8% 76,3±10,4 (n=14)* CV=13,6%

2 (Н0990000) 15
35 21,7±4,8 (n=26) CV=22,1% 76,3±12,8 (n=26) CV=16,8%

29* 21,5±5,2 (n=17)* CV=24,2% 74,8±15,9 (n=17)* CV=21,3%

3 (Н0990000) 17
34 25,8±7,4 (n=28) CV=28,7% 78,0±9,6 (n=28) CV=12,3%

30* 21,5±7,0 (n=27)* CV=32,6% 76,6±10,2 (n=27)* CV=13,3%

1 (Y0001504) 8 30 20,4±6,6 (n=24) CV=32,4% 69,7±10,5 (n=24) CV=15,1%

1 (Y0001994) 7 72 23,3±6,8 (n=56) CV=29,2% 90,4±3,3 (n=56) CV=3,7%

Примечание: * – значения, полученные при использовании реактива «Комплемент морских свинок in house»; CV – коэффици-
ент вариации.
Note. * – the values obtained when using «in-house guinea pig complement»; CV – coefficient of variation.

Таблица 4 

Аттестованные значения антикомплементарной активности 
отечественного стандартного образца иммуноглобулина 

человека различных серий [10, 15, 16]

Table 4

Certified values of the anticomplementary activity 
of the Russian standard sample of human immunoglobulin 

of various batches [10, 15, 16]

№ 
серии

Аттестованные значения анти-
комплементарной активности, % 
(доверительная вероятность 0,95)

Содержание 
белка, 
мг/мл

Срок 
годно-

сти, годотрицательный 
контроль

положительный 
контроль

1 41,5±3,6 78,2±4,6 102,0±1,8 1,5

2 
40,5±7,2 76,6±6,2

103,1±3,6
1,5

41,6±7,2 75,7±6,8 2,5

3 38,7±9,0 69,9±9,6 98,4±3,3 2,5
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булина человека BRP серии 1 (кат. №Y0001504), 
получены следующие значения для отрицатель-
ного контроля 18,5±3,6 (n=9; CV=19,5 %); для по-
ложительного контроля 83,3±4,0 (n=9; CV=4,8%); 
серии 1 (кат. №Y0001994) получены следующие 
значения для отрицательного контроля 27,7±6,1 
(n=12; CV=22,0%); для положительного контроля 
87,6±3,6 (n=12; CV=4,1%).

Отличительной особенностью отечественного 
СО иммуноглобулина человека является наличие 
аттестованных значений АКА для положитель-
ного и отрицательного контролей, выраженных 
в виде (Хср.±2Sx) с доверительной вероятностью 
0,95; результаты аттестации различных серий 
представлены в табл. 4.

В проведенных исследованиях [16] было уста-
новлено, что использование контрольных карт 
Шухарта и отечественного СО иммуноглобули-
на человека позволяет подтвердить стабиль-
ность аналитической работы методики при про-
ведении испытаний лекарственных препаратов 
иммуноглобулинов человека по показателю ка-
чества «Антикомплементарная активность» и оце-
нить возможные тенденции к изменению процес-
са испытаний.

 
Заключение

Таким образом, проведенный анализ позво-
лил выявить два подхода в методологии разработ-
ки и проведения аттестационных исследований 
стандартного образца иммуноглобулина человека 
для определения антикомплементарной активно-
сти, которые имеют свои особенности, сходства 
и различия, а также могут быть использованы 
производителями инфузионных лекарственных 
препаратов иммуноглобулинов человека при 
разработке и аттестации стандартных образцов 
предприятия, применение которых в повседнев-
ной рутинной деятельности экономически более 
целесообразно.
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РЕЗЮМЕ
Введение. Ягель, представляющий собой совокупность лишайников рода Cladonia, содержит биологически активные веще-

ства (лишайниковые кислоты, фенольные соединения и др.), обладающие антибактериальными и противовирусными свойства-
ми. Натриевые соли усниновой кислоты давно используются в фармацевтической практике. Для определения усниновой кисло-
ты в растительном материале используются различные методы: тонкослойная хроматография (ТСХ), твердофазный иммуноф-
люоресцентный анализ (ИФА), высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) с масс-спектрометрией (МС) и др. Ягель 
не является официнальным сырьем и оценка его по содержанию усниновой кислоты отсутствует.

Цель исследования – разработка и валидация методики количественного определения усниновой кислоты в слоевищах 
лишайника рода Cladonia. 

Материал и методы. Объектом изучения были образцы слоевищ ягеля, собранные в Республике Саха (Якутия). Усниновую 
кислоту определяли методом ВЭЖХ/УФ.

Результаты. Разработана и валидирована методика количественного определения усниновой кислоты в слоевищах лишай-
ника рода Cladonia методом ВЭЖХ с ошибкой определения ±4,47%.

Заключение. Показана перспективность разработанной методики для анализа субстанции растительного происхождения 
на содержание усниновой кислоты. С ее помощью установлено, что содержание усниновой кислоты в слоевищах ягеля, произ-
растающего в разных районах Якутии колеблется от 0,88 до 1,02%.

Ключевые слова: усниновая кислота, слоевища лишайника рода Cladonia, количественное определение, ВЭЖХ-УФ. 
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Введение

Одним из растений, о лекарственных свой-
ствах которого издавна известно на Севе-

ре, является ягель, представляющий собой сово-
купность лишайников рода Cladonia. В слоевищах 
ягеля обнаружены полисахариды, фенольные ве-
щества, лишайниковые кислоты – усниновая, ле-
каноровая, перлатолиевая и др. [1, 2]. Доказано, 
что усниновая кислота обладает высокими анти-
бактериальными, противотуберкулезными, про-
тивовирусными свойствами [3]. Натриевые соли 
усниновой кислоты давно используются в фарма-
цевтической практике. Так, в Российской Федера-
ции известен препарат «Бинан». Ввиду постоянно 
растущей антибиотикорезистентности особен-
но актуальна разработка новых лекарственных 
средств (ЛС) на основе субстанций природного 
происхождения, содержащих антибактериаль-
ные компоненты.

Ягель не является фармакопейным сырьем. 
В настоящее время нет удовлетворительной мето-
дики, разработанной с учетом современных воз-
можностей аналитической химии, пригодной для 
количественного определения и последующей 
стандартизации лекарственного растительного 
сырья (ЛРС). 

Для определения усниновой кислоты в расти-
тельном материале используются: для качествен-

ного анализа – тонкослойной хроматографии 
(ТСХ) в слое микрокристаллической целлюлозы 
в системе растворителей н-бутанол–уксусная кис-
лота–вода [4–6], для количественного иммунофер-
ментного аналиаз путем конъюгации альбумина 
саналитом в условиях формальдегидной конден-
сации [7] и др. Усниновую кислоту определяют 
также методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) с УФ. Для анализа лишай-
никовых метаболитов в качестве подвижных фаз 
применяли муравьиную кислоту и метиловый 
спирт [8]. Однако данная методика имеет ряд су-
щественных недостатков, в частности, метило-
вый спирт в фармацевтической практике неже-
лательно применять в качестве экстрагента из-за 
фармакологической неиндифферентности, под-
вижные фазы сложны по составу, а использовать 
такое оборудование, как ультра-ВЭЖХ-МС, слиш-
ком дорого для рутинных анализов. В литературе 
есть описание ВЭЖХ-методики, позволяющей ла 
достигнуть хорошего разрешения между аналита-
ми, но она была апробирована только на модель-
ных смесях лишайниковых веществ [9].

Цель данной работы – разработка и валидация 
методики количественного определения уснино-
вой кислоты методом ВЭЖХ-УФ в слоевищах ли-
шайника рода Cladonia и оценка ее основных ме-
трологических характеристик.
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SUMMARY
Introduction. Cup moss that is a combination of lichens of the genus Cladonia contains biologically active substances (usnic acids, 

phenolic compounds, etc.) that have antibacterial and antiviral properties. The sodium salts of usnic acid have long been used in 
pharmaceutical practice. Various methods (TLC, ELISA, HPLC/MS, etc.) are used to determine usnic acid in plant materials. Cup moss is 
not an officinal raw material and its estimation by the content of usnic acid is absent.

Objective: to develop and validate a procedure for the quantitative determination of usnic acid in the blastemas of the lichen of the 
genus Cladonia.

Material and methods. The investigation object was cup moss samples collected in the Republic of Sakha (Yakutia). Usnic acid was 
determined by HPLC-UV.

Results. A procedure for the quantitative determination of usnic acid in the blastemas of the lichen of the genus Cladonia was 
developed and validated by HPLC with a measurement error of ±4.47%. 

Conclusion. The developed method was shown to be promising in analyzing the plant substance for the levels of usnic acid. With its usage, 
it was found that the content of usnic acid in the blastemas of the cup moss growing in different regions of Yakutia ranges from 0.88 to 1.02%.

Key words: usnic acid, blastemas of the lichen of genus Cladonia, quantification, HPLC-UV.

For reference: Nikulin A.V., Yamshchikova S.I., Potanina O.G., Abramovich R.A. Determination of usnic acid in the blastemas of a 
lichen of the genus Cladonia by HPLC-UV. Farmatsiya, 2020; 69 (3): 44–49. https://doi.org/10.29296/25419218-2020-03-06
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Материал и методы
Объект исследования – образцы слоевищ яге-

ля, собранные в Республике Саха (Якутия) летом 
2016 г. При разработке методики количественно-
го определения усниновой кислоты опирались 
на данные G.B. Feige. и H.T. Lumbsch [9], которые 
подобрали условия хроматографического разде-
ления лишайниковых кислот. Усниновую кисло-
ту определяли с помощью хроматографа Varian 
Pro Star, колонка Phenomenex Luna 5μ C18(2), 
250×4,6 мм, подвижные фазы – ПФ А: 1% рас-
твор ортофосфорной кислоты; ПФ В: метиловый 
спирт; скорость потока элюента – 0,7 мл/мин; тем-
пература колонки – 40°С; детектор – УФ (длина 
волны – 285 нм); объем аликвоты – 20 мкл; время 
хроматографирования – 80 мин. 
Хроматографический градиент 
представлен в табл. 1.

Результаты и обсуждение
В ходе изучения влияния раз-

личных факторов на полноту из-
влечения усниновой кислоты из 
слоевищ Cladonia (табл. 2) уста-
новлено, что наилучшее извле-
чение усниновой кислоты дости-
гается при степени измельчения 
субстанции растительного проис-
хождения 0,5 мм, концентрации 
этилового спирта в экстрагенте 
70%, соотношении сырье–экстра-
гент 1:100, времени экстракции 
30 мин, кратности экстракции 2.

На основании полученных дан-
ных была разработана методика 

количественного определения усниновой кислоты 
в слоевищах Cladonia:

•  Раствор СО усниновой кислоты. Около 0,01 
г (точная навеска) СО усниновой кислоты 
помещают в мерную колбу вместимостью 
25 мл, прибавляют 15 мл метилового спирта, 
нагревают до растворения, охлаждают, объ-
ем раствора доводят тем же растворителем 
до метки, перемешивают. 

•  1,0 мл полученного раствора помещают в мер-
ную колбу вместимостью 50 мл, объем раство-
ра доводят метиловым спиртом до метки, пе-
ремешивают, фильтруют через мембранный 
нейлоновый фильтр (размер пор – 0,45 мкм) в 
виалу, отбрасывая первые 1–2 мл фильтрата.

Таблица 1

Хроматографический 
градиент методики

Table 1

Chromatography gradient 
in the procedure

Время, 
мин

ПФ А, % ПФ В, %

0 70 30

1 70 30

15 30 70

45 0 100

63 70 30

80 70 30

Таблица 2

Влияние параметров экстракции на полноту извлечения 
усниновой кислоты из сырья Cladonia (n=3; p=0,95)

Table 2

Impact of extraction parameters on the completeness of usnic 
acid extraction from Cladonia raw materials (n=3; p=0.95)

Концентра-
ция этило-
вого спирта

Измель-
ченность 

сырья, мм

Соотношение 
сырье : экс-

трагент

Время 
экстрак-

ции, мин

Содержание 
усниновой 
кислоты, %

20 0,5 1:100 60 0,13±0,01

40 0,47±0,02

70 0,87±0,02

90 0,42±0,02

40 0,5 1:100 60 0,46±0,02

1 0,37±0,03

2 0,36±0,03

3 0,28±0,02

5 0,20±0,02

7 0,21±0,03

70 0,5 1:50 60 0,43±0,02

1:100 0,50±0,02

1:200 0,13±0,03

1:250 0,08±0,02

70 0,5 1:100 30 0,45±0,03

60 0,41±0,02

90 0,39±0,01

120 0,39±0,02

70 0,5 1:100 30 0,45±0,03

30 0,49±0,01

30 0,50±0,01
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Испытуемый раствор. Аналитическую пробу 
сырья измельчают до размера частиц, проходя-
щих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм. 
Около 1,0 г (точная навеска) измельченного сы-
рья помещают в коническую колбу вместимостью 
100 мл, прибавляют 40 мл этилового спирта 70%, 
присоединяют к обратному холодильнику и кипя-
тят в течение 30 мин на водяной бане. Извлече-
ние охлаждают, фильтруют через 5 слоев марли 
в мерную колбу вместимостью 100 мл, процедуру 
экстракции повторяют. Полученные извлечения 
объединяют. Объем раствора доводят этиловым 
спиртом 70% до метки, перемешивают (раствор А).

1 мл раствора А помешают в мерную колбу 
вместимостью 10 мл, объем раствора доводят эти-
ловым спиртом до метки, перемешивают (рас-
твор Б). Раствор Б фильтруют через мембранный 
нейлоновый фильтр (размер пор – 0,45 мкм) в ви-
алу, отбрасывая первые 1–2 мл фильтрата.

Последовательно хроматографируют испытуе-
мый раствор (раствор Б) и раствор СО усниновой 
кислоты не менее 3 раз, регистрируют хромато-
граммы.

Содержание усниновой кислоты (Х %) в препа-
рате, рассчитывают по формуле:
 

 
где S – площадь пика усниновой кислоты на хрома-
тограмме испытуемого раствора; Sо – площадь пика 
на хроматограмме раствора СО усниновой кисло-
ты; а – навеска сырья, г; ао – навеска СО усниновой 
кислоты; г; Р – содержание основного вещества в 
СО усниновой кислоты; %; W – влажность сырья, %.

Валидация методики количественного опре-
деления усниновой кислоты в слоевищах Cladonia 
методом ВЭЖХ проводилась по параметрам: эф-
фективность хроматографической системы, спец-
ифичность, линейность правильность. 

Для оценки специфичности методики ко-
личественного определения усниновой кисло-
ты получены хроматограммы растворителя, 
стандартного раствора и испытуемого раствора 
(рис. 1–3). Хроматограммы растворителя свиде-
тельствуют об отсутствии влияния растворителя 
на результаты количественного определения ус-
ниновой кислоты. Время удерживания пика усни-
новой кислоты на хроматограммах стандартного 
и испытуемого раствора совпадают с точностью 
>99,0% (табл. 3). 

Установлено, что эффективность хроматографи-
ческой системы, рассчитанная по пику усниновой 
кислоты на хроматограммах раствора стандартного 

образца, не менее 3000 теоретических тарелок. Фак-
тор асимметрии пика усниновой кислоты на хрома-
тограммах стандартного раствора составляет ≥0,8 и 
≤1,5. Относительное стандартное отклонение (RSD) 
значений времен удерживания на хроматограммах 
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Рис. 1. Типичная хроматограмма растворителя

Fig. 1. Typical solvent chromatogram
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Рис. 2. Типичная хроматограмма стандартного 

раствора усниновой кислоты

Fig. 2. Typical chromatogram of a standard 

usnic acid solution
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Рис. 3. Типичная хроматограмма испытуемого 

раствора слоевищ ягеля

Fig. 3. A typical chromatogram of a test 

cup moss blastema solution
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стандартного раствора усниновой кислоты при n=5 
не превышает 2,0%, площадей пиков – не более 4%.

Для определения линейности методики гото-
вили серии растворов стандартного образца ус-
ниновой кислоты в пределах от 1 до 50 мкг/мл. 
График приведен на рис. 4. Коэффициент корре-
ляции составляет R2=0,9999, что подтверждает ли-
нейность методики количественного определе-
ния усниновой кислоты.

Правильность методики количественного 
определения усниновой кислоты доказывали ме-
тодом добавок. Согласно анализу полученных 
данных (табл. 4), правильность количественного 
определения усниновой кислоты для средней ве-
личины каждого из 3 определений находится в 
диапазоне от 95,0 до 105,0%. Коэффициент вари-
ации количественного определения усниновой 
кислоты при n=9 не превышает 2,0%.

На основании метрологических характери-
стик разработанной методики количественно-
го определения усниновой кислоты в слоевищах 
ягеля (табл. 5) установили, что ошибка определе-
ния не превышает 5%.

Разработанная методика была использована 
для определения содержания усниновой кисло-
ты в образцах ягеля, собранного в разных райо-
нах Якутии (табл. 6).

Заключение
Разработана и валидирована 

методика количественного опре-
деления усниновой кислоты в сло-
евищах лишайника рода Cladonia 
методом ВЭЖХ с ошибкой опреде-
ления ±4,47%. Показана перспек-
тивность разработанной методики 
для анализа субстанции раститель-
ного происхождения на содержа-
ние усниновой кислоты. Согласно 
полученным результатам, содержа-
ние усниновой кислоты в слоеви-
щах ягеля, произрастающего в раз-
ных районах Якутии, колеблется 
от 0,88 до 1,02%.

Результаты были получены в рам-
ках выполнения государственного за-
дания Минобрнауки России (FSRG-2020-
0019). 

The results were obtained as part of 
the state task of the Ministry of Education 
and Science of Russia (FSRG-2020-0019). 

Таблица 3

Специфичность методики определения 
усниновой кислоты

Table 3

Specificity of the procedure for determination 
of usnic acid

Время 
удержива-

ния

Стандарт-
ный 

раствор

Испыту-
емый 

раствор

Совпа-
дение, %

RT1 39,99 39,93 99,9

RT2 39,95 39,95 100,0

RT3 39,97 39,97 100,0

Рис. 4. Линейная зависимость аналитического сиг-

нала от концентрации усниновой кислоты в растворе

Fig. 4. The linear relationship of the analytical signal to 

the concentration of usnic acid in solution
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y=6,456x – 0,717 
R2=0,999

Таблица 4

Правильность определения усниновой кислоты 
Table 4

The accuracy of determination of usnic acid

Концентрация 
раствора добавки 
в 1 образце, мкг/мл

Sдобавки

Ожида-
емое S

Найдено 
S

Открыва-
емость, %

5 20,3867 50,3272 50,8979 101,13

5 21,0852 51,0257 52,1452 102,19

5 20,6547 50,5952 51,0464 100,89

10 41,04266 70,9831 71,2217 100,33

10 41,6504 71,5909 71,42 99,76

10 40,9247 70,8652 71,6449 101,10

40 212,1647 242,1052 245,6099 101,44

40 197,2946 227,2351 228,0952 100,37

40 199,2734 229,2139 230,3551 100,49

Примечание. Данные для усниновой кислоты, содержащейся в спиртовом 
извлечении из слоевищ Cladonia: – а=1,0054 г, S=29,9405
Note. Data for usnic acid contained in alcohol extract from Cladonia lichen 
blastemas: – a=1.0054 g, S=29.9405
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Таблица 6

Содержание усниновой кислоты 
в образцах Cladonia (n=3, p=0,95)

Table 6

Usnic acid levels in Cladonia 
samples (n=3; p=0.95)

Район заготовки сырья
Содержание усниновой 

кислоты, %

Томпонский 0,93±0,02

Таттинский 0,96±0,02

Олекминский 0,96±0,02

с. Владимировка 1,02±0,02

Лесничество 0,88±0,02

Таблица 5

Метрологические характеристики 
разработанной методики

Table 5

Metrological characteristics 
of the developed procedure

f W, % X  
–
, % s Р, % t (p, f) ΔX  

–
Е, %

5 8,0 0,78 0,03 95 2,57 0,03 4,47
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РЕЗЮМЕ
Введение. Обеспечение населения эффективными, безопасными и качественными лекарственными препаратами – основная 

задача аптечной организации, выполнение которой определяется как функционированием системы качества организации 
в целом, так и непосредственной деятельностью специалистов на рабочих местах. Контроль качества лекарственных средств – 
один из важных элементов системы качества – состоит из последовательности действий, которые известны и полностью понят-
ны провизору-аналитику, но его квалитативное проведение обеспечивается массивным объемом информации и точным соблю-
дением всех деталей анализа, поэтому важно регламентировать порядок проведения ключевых рабочих процедур, что обеспе-
чит контроль за множеством локальных параметров, оказывающих в совокупности достаточно большое влияние на качество 
работы и корректность выдаваемых результатов. Работа провизора-аналитика требует систематического повышения уровня 
профессиональных знаний, использования современных достижений в области проведения контроля качества лекарственных 
средств, внедрения передового опыта и научной организации труда. 

Цель исследования – анализ деятельности специалистов аптечных организаций, осуществляющих функции по контролю 
качества лекарственных средств и разработка методических подходов для стандартизации деятельности провизора-аналитика.

Материалы и методы. Штатное расписание 60 аптек, входящих в состав сети АО «Петербургские аптеки», изготавливаю-
щих лекарственные средства по рецепту врачей и требованиям медицинских организаций, должностные инструкции провизора-
аналитика. Использован метод индивидуальной фотографии рабочего времени (ФРВ).

Результаты. В ходе исследования выявлены особенности возрастной структуры и стажа работы провизоров-аналитиков у 
подавляющего большинства специалистов, определена необходимость разработки особых подходов к адаптации и организации 
труда, с точки зрения методического обеспечения, таких работников. Определена структура рабочего дня провизора-аналити-
ка, выявлены рабочие процессы, которые занимают большую часть оперативного времени: контроль качества экстемпоральной 
рецептуры, внутриаптечной заготовки, фармацевтических субстанций. Указанные виды работ составляют 84,8% от общего 
времени работы. Разработано 5 стандартных операционных процедур (СОП) для использования на рабочем месте провизора-
аналитика. Разработано и внедрено в аптечные организации 27 алгоритмов анализа на различные лекарственные средства – 
внутренних нормативных документов системы качества, содержащих последовательный порядок действий по всем видам вну-
триаптечного контроля качества для конкретной прописи.

Заключение. На основании анализа затрат рабочего времени провизора-аналитика предложены подходы к стандартиза-
ции значимых рабочих процессов в виде документации СК – СОП, алгоритмов анализа, в которых описан оптимальный ход 
выполнения действий специалистов для достижения требуемого уровня качества процесса, его результативности и эффек-
тивности. 

Ключевые слова: провизор-аналитик, аптечная организация, система качества, контроль качества лекарственных средств, 
фотография рабочего времени, стандартная операционная процедура.
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Введение

Действующие нормативные документы от-
водят провизору-аналитику одну из клю-

чевых ролей в системе качества. Приказ от 22 мая 
2017 года № 427н Министерства труда и социаль-
ной защиты РФ «Об утверждении профессиональ-
ного стандарта «Провизор-аналитик» устанавливает 
основные квалификационные требования и тру-
довые функции, а также определяет необходимые 
знания, которыми должен обладать провизор-ана-
литик. Однако в практической деятельности прови-
зора-аналитика возникают многочисленные вопро-
сы, связанные с ее формализацией, унификацией 
и «встройкой» в систему качества. Зачастую это об-
условлено отсутствием регулирования трудовых 
функций таких специалистов в рамках системы ка-
чества организации, отсутствием стандартных опе-
рационных процедур и рабочих инструкций, уста-
ревшей нормативно-правовой базой.

Цель настоящего исследования – анализ дея-
тельности специалистов аптечных организаций, 
осуществляющих функции по контролю качества 
лекарственных средств и разработка методиче-
ских подходов для стандартизации деятельности 
провизора-аналитика.

Материал и методы
В качестве базы исследования были выбраны 

аптечные организации, входящие в состав сети 
АО «Петербургские аптеки», сохранившие уни-
кальный вид деятельности – изготовление лекар-
ственных средств по рецепту врачей и требовани-
ям медицинских организаций. В состав аптечной 
сети входит 86 аптечных организаций, 60 из кото-
рых осуществляют производственную функцию. 
При этом в год изготавливается до 800 тыс. шт. 
различных лекарственных форм и проводится 
>1 млн анализов, подтверждающих качество изго-
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SUMMARY
Introduction. Providing the population with effective, safe, and high-quality medicines is the main task of a pharmacy facility, the 

performance of which is determined by both the functioning of the facility as a whole and the direct activity of specialists in the workplaces. 
The quality control of medicines, one of the important elements of the quality system (QS) consists of a sequence of actions that 

are known and fully understood by an analytical pharmacist, but its qualitative conduct is ensured by a massive amount of information 
and the exact observance of all the details of the analysis, so it is important to regulate the order for conducting key working procedures, 
which will ensure control over many local parameters that in their combination have a rather large impact on the quality of work and 
the correctness of yielded results. The analytical pharmacist’s work requires a systematic increase in the level of professional knowledge, 
the use of the current advances in drug quality control, the introduction of advanced experience, and the scientific organization of labor.

Objective: to analyze the activities of pharmacy specialists who perform functions of controlling the quality of medicines and 
developing methodological approaches to standardizing the activities of an analytical pharmacist.

Materials and methods. The personnel arrangements of 60 pharmacies that are part of the network of AO «Petersburg Drugstores», 
which produce drugs on prescription and by the requirements of healthcare facilities, job descriptions of an analytical pharmacist. An 
individual working time photography method was used.

Results. The investigation revealed the characteristics of the age structure and service length in the vast majority of analytical 
pharmacists and identified the need to develop special approaches to labor adaptation and organization from the point of view of 
methodological support to these workers. The investigators defined the pattern of an analytical pharmacist’s working day and identified 
working processes that took the most execution time: quality control of an extemporal formulation, intrapharmacy procurement, and 
pharmaceutical substances. The above types of work account for 84.8% of the total working time. Five standard operating procedures 
(SOPs) were developed to be used in the working place of an analytical pharmacist. A total of 27 algorithms for analyzing various drugs, 
such as the internal normative documents of the QS, which contain a sequential order of actions in all types of intrapharmacy quality 
control for a specific prescription, were developed and introduced in the pharmacy facilities.

Conclusion. An analysis of the expenditure of an analytical pharmacist’s working time allowed the authors to propose approaches 
to standardizing significant working processes as QS documents, such as SOPs, analysis algorithms that describe the optimal sequence 
of the specialists’ actions to achieve the required quality of the process, its effectiveness and efficiency.

Key words: analytical pharmacist; pharmacy facility; quality system; quality control of medicines; working time photography, 
standard operating procedure.
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товленных лекарственных средств. В данном на-
правлении АО «Петербургские аптеки» являются 
крупнейшей сетью не только Санкт-Петербурга, 
но и России. В исследовании были использованы 
штатное расписание аптечной сети АО «Петер-
бургские аптеки», должностные инструкции про-
визора-аналитика. Всего в эксперименте было за-
действованы 62 специалиста. 

В качестве метода исследования был исполь-
зован метод индивидуальной фотографии рабо-
чего времени (ФРВ), который дает возможность 
оценить потенциал и имеющиеся возможности 
сотрудников, определить степень мотивирован-
ности сотрудников, выявить их внутренние ре-
зервы с целью повышения эффективности труда 
в организации [1]. Индивидуальная ФРВ – это вид 
наблюдения, при котором измеряют все без ис-
ключения затраты времени исполнителя за опре-
деленное время работы. ФРВ не раскрывает техно-
логию и методы осуществления процесса, а лишь 
их фиксирует. Данный метод исследования про-
водится с целью выявления потерь рабочего вре-
мени, установления и устранения их причины; 
изучения опыта исполнителей трудовых опера-
ций, показывающих наиболее высокие показате-
ли производительности труда; разработки и уста-
новления временных нормативов обслуживания 
и наладки оборудования, регламентированных 
перерывов; получения исходных статистических 
данных для установления нормативов времени 
на определенные трудовые операции [2, 3].

ФРВ дает возможность получить уникальные 
результаты в области управления персоналом и 
его производительностью даже в условиях непол-
ного охвата нормированием выполняемых в орга-
низации работ. Среди недостатков данного вида 
наблюдения можно выделить то, что для получе-
ния достоверных данных требуется высококвали-
фицированный специалист, обладающий специ-
альными знаниями. Кроме того, на проведение 
процедуры ФРВ требуется большие временные за-
траты [4, 5].

Исследование проводили на двух группах со-
трудников по 10 человек. В первую группу были 
включены провизоры-аналитики со стажем ра-
боты в должности <1 года, во вторую – от 5 до 10 
лет. Период наблюдения – в течение 5 рабочих 
дней, продолжительность рабочего дня 8 ч (с 9:00 
до 17:00) на базе 20 структурных подразделений – 
производственных аптечных организаций АО 
«Петербургские аптеки». ФРВ проводилась 2 на-
блюдателями, а персонал не был предупрежден о 
проводимом эксперименте. В основные задачи ис-

следования входило определить структуру рабоче-
го времени провизора-аналитика, выявить наибо-
лее затратные операции и виды работ; определить 
разницу в эффективности работы в зависимости от 
опыта сотрудника; определить потери в рабочем 
времени, причины и характер их возникновения; 
провести сравнительный анализ труда сотрудни-
ков, которые выполняют похожие задачи, опреде-
лить способ увеличения эффективности их труда.

ФРВ проводилась в 4 этапа: подготовитель-
ный, который включал инструктаж, обучение 
наблюдателей и составление бланков ФРВ (на-
блюдательных листов); собственно ФРВ, которое 
осуществлялось методом непосредственных заме-
ров рабочего времени с последующим заполнени-
ем наблюдательных листов; обработка результа-
тов исследования; анализ результатов.

Результаты и обсуждение
Анализ возрастной структуры провизоров-ана-

литиков АО «Петербургские аптеки» с учетом ста-
жа работы (табл. 1) выявил, что наибольшее число 
работников (41%) приходится на категорию персо-
нала в возрасте от 20 до 30 лет. Это молодые спе-
циалисты, не так давно закончившие учебное за-
ведение и имеющие небольшой опыт работы 
в аптечных организациях. Наибольшее число пер-
сонала, занимающего должность провизора-ана-
литика, приходится на специалистов со стажем 
работы до 1 года и от 1 года до 5 лет, соответствен-
но 21 и 56% (возрастные группы «от 20 до 30 лет» 
и «свыше 50 лет»). Таким образом, выявленные 
в ходе исследования особенности возрастной струк-
туры и стажа работы провизоров-аналитиков у по-
давляющего большинства специалистов опреде-
лили необходимость разработки особых подходов 
к адаптации и организации труда с точки зрения 
методического обеспечения таких работников.

На основе суммарных данных, полученных 
на II этапе ФРВ, был создан общий баланс рабоче-
го времени для 1-й и 2-й группы провизоров-ана-
литиков, принимавших участие в исследовании 
(табл. 2). 

По итогам проведения ФРВ определена струк-
тура рабочего дня провизора-аналитика, выявле-
ны рабочие процессы, которые занимают боль-
шую часть оперативного времени: контроль 
качества экстемпоральной рецептуры, внутри-
аптечной заготовки, фармацевтических субстан-
ций. Указанные виды работ составляют 84,8% от 
общего времени работы.

Установлена разница в затратах времени у со-
трудников с небольшим стажем работы в должно-
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сти провизора-аналитика по сравнению с более 
опытными сотрудниками. С наибольшими затруд-
нениями молодые специалисты сталкиваются 
при проведении внутриаптечного контроля каче-
ства, т.к. отсутствует в необходимом объеме мето-
дическая литература по проведению качествен-
ного и количественного анализа по выполнению 
расчетов, справочные таблицы. Очень часто ме-
тодики для одной прописи находятся в разных 
источниках, что требует дополнительных затрат 
времени. Неоднократно встречаются ошибки при 
выполнении анализа методом рефрактометрии 
из-за неправильной эксплуа-
тации прибора. 

Анализ затрат рабочего 
времени провизора-анали-
тика показал достаточно вы-
сокий уровень соблюдения 
трудовой дисциплины, нару-
шения правил трудовой дис-
циплины (НТД) имеет низкое 
значение – 2,1% от общего 
времени работы.

В ходе эксперимента вы-
явлено отсутствие согласо-
ванности и единой после-
довательности в действиях 
провизоров-аналитиков при 
проведении контроля каче-
ства лекарственных средств 
в разных аптечных органи-
зациях сети, что может при-
вести к увеличению ошибок 
в ходе его выполнения, по-
лучению недостоверных ре-
зультатов, нерациональному 
использованию рабочего вре-
мени и пр. Минимизировать 
подобные риски возможно 
путем разработки и исполь-
зования в непосредственной 
работе специалистов единых 
внутренних правил, состав-
ляющих основу документа-
ции системы качества орга-
низации.

Главная задача такой до-
кументации – создание и 
стабильное воспроизведе-
ние необходимых условий 
для проведения предупреди-
тельных мероприятий и соб-
ственно контроля качества. 

Поскольку большую часть персонала составляют 
молодые специалисты, имеющие небольшой опыт 
работы в должности провизора-аналитика, стан-
дартизация работы позволит сократить и облег-
чить прохождение периода адаптации, за неболь-
шой период времени сформировать определенную 
логику, необходимую для понимания рабочего 
процесса на практике. Кроме того, молодым спе-
циалистам комфортнее работать, используя до-
кументы с подробно прописанными действиями, 
в которых заранее установлены полномочия и от-
ветственность за каждый рабочий процесс [6, 7].

Таблица 1 

Кадровый состав провизоров-аналитиков 
АО «Петербургские аптеки»

Table 1

The staff of analytical pharmacists of the OA «Petersburg Drugstores»

Возраст 
персонала

Количество 
штатных 
единиц

Стаж работы

до 1 
года

от 1 года 
до 5 лет

от 5 
до 10 лет

свыше 
10 лет

От 20 до 30 лет 26 (41%) 2 20 4 –

От 30 до 40 лет 10 (16%) 2 4 4 –

От 40 до 50 лет 7 (12%) 4 2 – 1

Свыше 50 лет 19 (31%) 5 9 2 3

Итого 62 13 (21%) 35 (56%) 10 (16%) 4 (7%)

Таблица 2

Общий баланс рабочего времени провизора-аналитика

Table 2

Overall working time balance in an analytical pharmacist

Виды затрат рабочего времени

Общая 
продол-
житель-
ность, 
мин

Процент 
от общего 
времени 
наблюде-
ния (К), %

Общее 
время 
наблю-
дения, 

мин

ПЗ – организация рабочего места 
и заключительные работы (подготовка 
к выполнению задания, поддержание 
средств производства в рабочем 
состоянии в течение смены)

33 6,9

480

ОП – оперативное время (время непо-
средственного выполнения заданий)

407 84,8

ОЛН – затраты времени на отдых 
и личные надобности

30 6,2

НТД – нарушения правил трудовой 
дисциплины (опоздания, самовольные 
отлучки с рабочего места, преждевре-
менный уход с работы и др.)

10 2,1

Итого 480 100
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С целью оптимизации документации системы 
качества и создания стандартных операционных 
процедур (СОП), необходимых для использования в 
работе провизора-аналитика, нами были выделены 
ключевые процессы, напрямую влияющие на про-
изводимый продукт (например, качество воды очи-
щенной и воды для инъекций, так как ее исполь-
зование при изготовлении лекарственных средств, 
для подготовки к работе, а также использование в 
качестве растворителя в проводимых анализах в ра-
боте провизора-аналитика напрямую влияет на ка-
чество лекарственных средств и результаты испы-
таний); требующие наибольших временных затрат 
от сотрудника; вызывающие наибольшие методи-
ческие сложности при выполнении; процессы, при 
проведении, которых совершается наибольшее ко-
личество ошибок. В этой связи целесообразна раз-
работка следующих СОП для использования на ра-
бочем месте провизора-аналитика:

•  Контроль качества лекарственных средств 
аптечного изготовления;

•  Анализ воды очищенной и воды для инъек-
ций;

• Титриметрические методы анализа;
• Рефрактометрия;
• Оборот реактивов.

Для разработанных СОП «Контроль качества 
лекарственных средств аптечного изготовления», 
«Анализ воды очищенной и воды для инъекций» 
и «Титриметрические методы анализа» была про-
ведена оценка степени их использования в рабо-
те провизора-аналитика. С этой целью для каж-
дой СОП были разработаны отдельные анкеты. 
Всего опрошены 62 специалиста, которые были 
поделены на группы в зависимости от стажа ра-
боты в должности провизора-аналитика:

• до 1 года (13 человек);
• от 1 года до 5 лет (35 человек);
• от 5 до 10 лет (10 человек);
• свыше 10 лет (4 человека).
Результаты анкетирования СОП «Контроль ка-

чества лекарственных средств аптечного изготовле-
ния» (табл. 3) показали, что к документам системы 
качества в течение рабочей смены обращается пода-
вляющее большинство специалистов – 35 (57%) от об-
щей численности провизоров-аналитиков и имею-
щих стаж работы в должности «до 1 года» и «от 1 года 
до 5 лет». Как отметили специалисты, предложен-
ные документы являются понятными, простыми 
для понимания. Раздел СОП, к которому чаще всего 
обращаются молодые специалисты и специалисты 
с опытом работы, – характеристика и особенности 

проведения отдельных видов 
контроля качества лекарств.

Как правило, СОП опреде-
ляют общие подходы в про-
ведении контроля качества 
лекарственных средств, а де-
тализацию условий, методов 
и инструментов контроля 
для конкретного ЛС удобно 
изложить в алгоритме ана-
лиза. Алгоритм анализа – это 
внутренний нормативный 
документ системы качества, 
содержащий последователь-
ный порядок действий по 
всем видам внутриаптечного 
контроля качества для кон-
кретной прописи.

С целью разработки алго-
ритмов анализа, нами было 
проведено изучение рецепту-
ры аптечной сети АО «Петер-
бургские аптеки», выделены 
наиболее часто встречающи-
еся прописи и разработаны 
соответствующие алгоритмы 
анализа по контролю качества 

Таблица 3 

Использование СОП в работе провизора-аналитика

Table 3

Use of SOP in the work of an analytical pharmacist

Оцениваемый параметр
Стаж работы в должности

до 1 
года

от 1 года 
до 5 лет

от 5 
до 10 лет

свыше 
10 лет

Как часто Вы используете в работе СОП?

Использую в течение смены 11 24 6 1

Использую несколько раз в неделю 2 10 4 3

Использую несколько раз в месяц – 1 – –

Не использую – – – –

Документ является понятым и простым для понимания?

Да 13 35 10 4

Нет – – – –

К какому из разделов СОП Вы чаще всего обращаетесь в течение работы? 
(для СОП «Контроль качества лекарственных средств аптечного изготовления»)

Предупредительные мероприятия 3 7 – –

Виды контроля 8 23 10 4

Особенности химического контроля 2 5 – –

Оценка качества ЛС – – – –
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различных лекарственных средств. В структуру доку-
мента, описывающего алгоритм анализа, необходи-
мо включать идентификатор (колонтитул с указани-
ем наименования вида, названия и кода документа, 
номера страницы и версии документа, должности, 
ФИО, подписи лиц, разработавших, согласовавших 
и утвердивших документ дата введения в действие 
документа и пр.), название лекарственного препа-
рата (ЛП) и состав на русском и латинском языках, 
а также контролируемые показатели – описание 
(внешний вид, запах, однородность смешивания, 
отсутствие механических включений, выборочно 
вкус для детских ЛФ); подлинность; общая масса 

ЛП/общий объем ЛП, масса отдельных доз и их ко-
личество; количественное определение; упаковка; 
маркировка; паспорт письменного контроля (про-
верка соответствия записей в паспорте письменно-
го контроля назначениям в рецепте или требова-
ниям, правильности произведенных расчетов). Для 
каждого из показателей должны быть приведены 
методика или метод контроля, расчеты, требова-
ния, эффекты реакций, нормы допустимых откло-
нений, что не требует дополнительного использо-
вания методической и нормативной документации 
провизором-аналитиком и значительно уменьшает 
время на проведение анализа.

Таблица 4 

Алгоритм анализа микстуры 10% кальция хлорида 200 мл

Table 4

Algorithm for analyzing 200 ml of 10% calcium chloride mixture

Алгоритм анализа 
Микстура кальция хлорида 10% 

200 мл

Стр. 1 из 1Разработал Код: АА-КК-03

Согласовал Версия 1

Утвердил Дата введения: 

Название Микстура кальция хлорида 10% 200 мл (внутриаптечная заготовка)

Состав
Воды очищенной стерильной 

160 мл раствора кальция хлорида 
50% 40 мл

Aquae purificatae st. 160 ml Sol. Calcii chloridi 50% 40 ml

Показатели
Методика или метод контроля/

расчет
Требования/эффекты реакций/

НДО
Вид контроля

Описание Визуальная оценка
Прозрачная бесцветная жидкость 

без запаха
Органо-

лептический

Подлинность

Кальция хлорид: к 1 капле 
раствора препарата + 1 каплю 

раствора оксалата аммония 4% →
Белый осадок

Химический 
(качественный)

1 капля раствора + 1 капля 
раствора нитрата серебра 2% → Белый творожистый осадок

Масса ЛП / объем 
ЛП / масса отдель-
ных доз / каче-
ство укупорки

≥3 упаковок каждой серии 

ФизическийV=200 мл

НДО: ±2%

Количественное 
определение

Рефрактометрия: 
1,3446–1,333/0,00116 = 

НДО: ±3%
Химический 

(количественный)

Упаковка Визуальная оценка

Соответствие упаковки лекар-
ственного препарата физико-хими-

ческим свойствам, входящих 
в него лекарственных средств

При отпуске

Маркировка Визуальная оценка
Соответствие маркировки требова-
ниям приложения №1 Приказа МЗ 

РФ от 26.10.2015 №751н
При отпуске

Паспорт письмен-
ного контроля 

Проверка расчетов 
и правильности заполнения

№ анализа, подпись провизора-ана-
литика

Письменный
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Предложенная структура алгоритма анали-
за по контролю качества ЛП аптечного изготов-
ления является базовой и универсальной, может 
быть использована в любой аптечной организа-
ции, осуществляющей изготовление лекарствен-
ных препаратов по рецептам врачей и требовани-
ям медицинских организаций. Всего разработано и 
внедрено в аптечные организации 27 алгоритмов 
анализа на различные лекарственные средства, 
включая внутриаптечную заготовку, растворы пе-
рекиси водорода 3 и 6%, раствор натрия гидрокар-
боната 1%, концентрированный раствора кальция 
хлорида 50% и часто встречающиеся экстемпораль-
ные прописи Пример алгоритма анализа микстуры 
кальция хлорида 10% 200 мл представлен табл. 4.

Заключение
Изучение деятельности провизоров-анали-

тиков аптечной сети АО «Петербургские апте-
ки» позволило выявить особенности возрастной 
структуры и стажа работы специалистов, необхо-
димость в разработке и реализации мероприятий 
системы качества аптечной организации. Отсут-
ствие единых правил при выполнении трудовых 
функций может привести к получению недосто-
верных результатов при проведении контроля ка-
чества лекарственных средств, нерациональному 
использованию рабочего времени.

Стандартизация деятельности провизора-ана-
литика посредством разработки стандартных 
операционных процедур и алгоритмов анализа 
устанавливают единый порядок проведения кон-
троля качества лекарственных средств, обеспечи-
вают четкость, точность и согласованность в дей-
ствиях персонала, что способствует сокращению 
затрат рабочего времени на проведение анали-
за, уменьшает количество ошибок при проведе-
нии контроля качества. Установление нормати-
вов времени на выполнение анализа может быть 
использовано при формировании и оптимизации 
штатного расписания аптечной организации и 
т.д. Разработаны и внедрены в аптечные органи-
зации АО «Петербургские аптеки» 5 СОП и >30 ал-
горитмов анализа на различные лекарственные 
средства, включая внутриаптечную заготовку и 
часто встречающиеся экстемпоральные прописи.
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Подписной индекс по каталогу агентства «Пресса России»– полугодовой индекс — 44461, 
годовой индекс — 12146
по каталогу «Подписные издания» – П3011

Фармация (www.pharmaciyajournal.ru)  
Научно-практический журнал для провизоров и фармацевтов издается с 1952 г.  Издание освещает результаты 
научных исследований по всем направлениям современной  фармации.   На страницах журнала подробно 
рассматриваются новые технологии, направленные на получение оригинальных препаратов, в том числе с 
использованием нанотехнологий, вопросы перевода экстемпоральной рецептуры в промышленное производство, 
результаты фармакоэкономических  и фармакологических исследований.  
Подписной индекс  по каталогу   «Подписные издания» — П6658

Молекулярная медицина (www.molmedjournal.ru)
Журнал освещает результаты  научных исследований в таких областях, как исследование молекулярных и 
генетических основ этиологии и патогенеза социально значимых заболеваний с целью разработки новых методов 
диагностики и способов эффективной терапии заболеваний человека, в том числе на основе технологий ядерной 
медицины.
Подписной индекс по каталогу «Подписные издания» — П7982

Вопросы биологической, медицинской 
и фармацевтической химии (www.bmpcjournal.ru)
Журнал освещает новое в науках о жизни, вклчая метаболимику, протеомику, разработки нанобиомедтехнологий 
живых систем; уделяет внимание разработкам современных биотест-систем, знакомит с достижениями по совер-
шенствованию биообъектов, используемых в качестве средств производства для создания перспективных лекар-
ственных технологий.
Подписной индекс  по каталогу «Подписные издания» — П7985
 

Лабораторные животные 
для научных исследований (www.labanimalsjournal.ru)
Целью журнала является повышение качества экспериментальных исследований путем распространения передо-
вых знаний о лабораторных животных и их использовании в научных целях. Журнал содержит публикации, вклю-
чающие информацию о лабораторных животных, их благополучии, поведении, анатомии, физиологии и  биохимии 
в норме, при патологии и в эксперименте.
  






