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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность темы. В последнее десятилетие проблема урогенитальной 

инфекции находится в центре внимания многах исследователей и 
практикующих врачей. В первую очередь, это обусловлено широким 
распространением различных форм вульвовагинальной инфекции. По данным 
ВОЗ на рубеже XX и XXI веков почти половину из выявленных в мире случаев 
инфекций, передаваемых половым путем, составлял трихомониаз (Адаскевич 
В.П., 1999; Иванов О.Л., 1999; Grodstein, F., 1993). Наиболее часто трихомониаз 
протекает как смешанная инфекция, сочетающаяся с кандидозом. Данная микст 
инфекция имеет большое медицинское и социально-экономическое значение в 
связи с высокой инфицированностью людей, нередко хроническим течением с 
рецидивами, поражением различных органов и систем (Тихомиров А.Л., 2003; 
Адаскевич В.П., 1999). 

Традиционная специфическая терапия трихомониаза заключается в 
применении препаратов группы имидазола, обладающих высокой активностью 
в отношении Protozoa и грибков рода Candida (Падейская E.H., 2000; Dunne 
R.L., 2003). 

В настоящее время всё чаще для лечения трихомониаза применяются 
многокомпонентные лекарственные формы. Сочетания метронидазола, 
миконазола; тернидазола, неомицина сульфата, нистатина и преднизолона дают 
возможность комплексно воздействовать на причину заболевания, 
дополнительно оказывая противовоспалительное, противогрибковое действие. 

Объектами настоящего исследования являются лекарственные средства, 
обладающие противопротозойным, фунгицидным действием - метронидазол, 
тинидазол и клотримазол в субстанциях и лекарственных формах, а также 
многокомпонентные лекарственные формы «Тержинан», «Нео-Пенотран». 

Проведенный обзор литературных источников, нормативных документов 
и зарубежных фармакопей показал, что существующие методы анализа 
указанной группы препаратов не позволяют объективно оценить их качество. 

Количественное определение лекарственных веществ исследуемой 
группы препаратов проводится ацидиметрией в среде ледяной уксусной 
кислоты (ФС 42-0257-07, ФС 42-0281-07, ФС 42-0244-07). Указанный метод 
является длительным, трудоемким, токсичньп^!, неселективным. 

Анализ лекарственных форм исследуемой группы лекарственных средств 
проводится спектрофотометрическим методом, отличающимся доступностью, 
простотой методик анализа, экспрессностью, высокой чувствительностью, 
воспроизводимостью, низкой токсичностью (Беликов В.Г., 1995; Куликов, А. 
Ю., 1997; Roychowdhury, U., 1996). Однако применение данного метода для 
анализа субстанций ограничено отсутствием стандартных образцов. Поэтому 
актуальным является решение проблемы замены стандартных образцов 
лекарственных веществ на оптические образцы сравнения. Использование 
спектрофотометрического метода позволит унифицировать методики анализа 
субстанций и готовых лекарственных форм. 

Важное место в фармацевтическом анализе занимает метод 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Особенно актуально 



применение этого метода в анализе многокомпонентных лекарственных форм 
«Тержинан», «Нео-Пенотран». Предложенные нормативными документами 
методики (42-5795-01, 42-12126-02) разработаны для импортного 
дорогостоящего оборудования, недоступного для многих лабораторий. Условия 
выполнения методик нормативных документов сильно различаются, что 
требует наличия в лаборатории большого ассортимента сорбентов, 
растворителей, элюентов. Это экономически не обосновано и создает 
дополнительные трудности при воспроизведении данных методик анализа. 

Целью настоящего исследования является совершенствование методов 
анализа и стандартизация метронидазола, тинидазола, клотримазола в 
субстанвдмх и лекарственных формах с использованием методов 
спекгрофотометрии и высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Для достижения указанной цели необходимо было решить следующие 
задачи: 

обосновать выбор оптимальных условий и разработать 
унифицированные методики количественного спектрофотометрического 
определения метронидазола, тинидазола и клотримазола в субстанциях и 
лекарственных формах с использованием оптических образцов сравнения; 

- разработать и предложить методики определения теста «растворение» 
метронидазола, тинидазола и клотримазола в таблетках 
спектрофотометрическим методом с использованием оптических образцов 
сравнения; 

- осуществить выбор оптимальных условий и разработать методики 
количественного определения метронидазола, тинидазола и клотримазола в 
таблетках методом ВЭЖХ; провести их сравнительную оценку с данными 
спектрофотометрического анализа по оптическим образцам сравнения; 

- обосновать условия разделения метронидазола и миконазола; 
тернидазола, преднизолона, нистатина и неомицина сульфата методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии; разработать методики 
качественного и количественного определения многокомпонентных 
лекарственных форм «Тержинан», «Нео-Пенотран» с использованием метода 
ВЭЖХ; 

- разработать и представить проекты изменений ФСП на исследуемую 
группу препаратов. 

Научная новизна. Теоретически обоснованы и экспериментально 
определены оптимальные условия (влияние рН среды, растворитель, 
аналитическая длина волны, уравнение градуировочного графика, оптический 
образец сравнения) и разработаны методики спектрофотометрического 
определения метронидазола, тинидазола и клотримазола в субстанции и 
лекарственных формах по оптическим образцам сравнения, отличающиеся 
высокой воспроизводимостью, точностью, доступностью, отсутствием 
дорогостояшдх и высокотоксичных реактивов. 

Установлены условия количественного определения метронидазола, 
тинидазола и клотримазола в таблетках методом ВЭЖХ: колонка Ргоп1о81Ь-
120-5-С18 AQ, элюент: 0,2 М раствор перхлората лития - хлорная кислота (рН 



2,8) и ацетонитрил, режим элюирования - изократический и градиентный. 
Проведена сравнительная оценка методик анализа метронидазола, тинидазола и 
клотримазола в таблетках методом ВЭЖХ и спектрофотометрическим методом 
по оптическим образцам сравнения, которая показала их высокую 
воспроизводимость и точность. 

Обоснованы и экспериментально подтверждены условия разделения 
метронидазола и тернидазола в многокомпонентных лекарственных формах 
методом ВЭЖХ на колонке Ргоп1о81Ь-120-5-С18 Ар, элюент: 0,2 М раствор 
лития перхлората - хлорная кислота (рН 2,8) и ацетонитрил, режим 
элюирования - фадиентный. 

Разработаны методики количественного определения метронидазола и 
тернидазола в комбинированных лекарственных формах суппозитории 
вагинальные «Нео-Пенотран» и таблетки вагинальные «Тержинан» методом 
ВЭЖХ с использованием отечественного микроколоночного жидкостного 
хроматографа «Милихром А-02» с ультрафиолетовым 
спектрофотометрическим детектором, отличающиеся высокой 
воспроизводимостью, точностью, отсутствием систематической ошибки. 

Практическая значимость работы. По результатам исследований 
разработано: 19 методик количественного определения метронидазола, 
тинидазола и клотримазола в субстанциях и лекарственных формах 
спектрофотометрическим методом с использованием в качестве оптических 
образцов сравнения калия дихромата, калия феррицианида, бензойной кислоты, 
фенолфталеина, пирокатехинового фиолетового; 7 методик количественного 
определения метронидазола, тинидазола и клотримазола в лекарственных 
формах методом ВЭЖХ; 2 методики количественного определения 
комбинированных сочетаний «Тержинан» и «Нео-Пенотран» методом ВЭЖХ. 

Разработанные методики апробированы и внедрены в практику работы 
ОКК ОАО «Фармасинтез» (г. Иркутск), ГУЗ «ЦС и ЮСЛС» МЗ республики 
Бурятия (г. Улан-Удэ), судебно-химического отделения Иркутского областного 
бюро судебно-медицинской экспертизы (г. Иркзтск) и в учебный процесс 
кафедры фармацевтической и токсикологической химии ГБОУ ВПО ИГМУ 
Минздрава России. Получено 28 актов апробации и внедрения результатов 
данной работы. Разработанная методика количественного определения 
метронидазола защищена Патентом РФ на изобретение № 2440574 «Способ 
определения метронидазола». Разработаны проекты изменений ФСП на 
исследуемые лекарственные средства. 

Работа выполнена в соответствии с планом научно-исследовательских 
работ ИГМУ по проблеме «Контроль качества лекарственных средств с 
использованием современных методов анализа» (номер Госрегистрации 
01.91.0008620) и соответствует направлению проблемной комиссии по 
фармации и фармакологии. 

Апробация работы. Основные положения диссертационной работы 
обсуждались на международной научно-практической конференции «Фармация 
Казахстана: интеграция науки, образования и производства» (Шимкент, 2009 
г.); 64-й, 65-й, 67-й межрегиональной конференции по фармации и 



фармакологии «Разработка, исследование и маркетинг новой фармацевтической 
продукции» (Пятигорск, 2009, 2010, 2012 г.г.); XII Международной школе-
семинаре «Люминесценция и лазерная физика» (Иркутск, 2010 г.); 
Международной молодежной конференции «Люминесценция и лазерная 
физика» (Иркутск, 2012 г.); II международной научно-практической 
конференции «Кластерные подходы фармацевтического союза: образование, 
наука и бизнес» (Белгород, 2012 г.); Российской научно-практической 
конференции «Актуальные вопросы повышения последипломной подготовки 
фармацевтических кадров» (Казань, 2012 г.); V международной научно-
практической конференции «Фармация и общественное здоровье» 
(Екатеринбург, 2012 г.); 68-й межрегиональной конференции «Разработка, 
исследование и маркетинг новой фармацевтической продукции» (Волгоград, 
2013 г.). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 20 работ, в том числе 5 
статей в периодических изданиях, рекомендованных ВАК МО и науки РФ, и 1 
Патент РФ на изобретение. 

Основные положения, выносимые на защиту: 
- результаты выбора и обоснования оптимальных условий и оптических 
образцов сравнения для спектрофотометрического анализа метронидазола, 
тинидазола и клотримазола; 
- сравнительная оценка методик спектрофотометрического анализа с 
использованием оптических образцов сравнения и ВЭЖХ анализа 
метронидазола, тинидазола и клотримазола в субстанциях и лекарственных 
формах; 
- результаты исследований по разработке методик анализа многокомпонентных 
лекарственных форм «Тержинан», «Нео-Пенотран» методом ВЭЖХ и их 
валидационная оценка. 

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа изложена на 
133 страницах компьютерного текста. Работа состоит из введения, обзора 
литературы, 4 глав экспериментальной части, обшдх выводов, 75 таблиц, 47 
рисунков, списка литературы, включающего 118 источников, из них 40 на 
иностранных языках. В приложении представлены материалы по апробации и 
внедрению разработанных методик. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
1. Объекты и методы исследований 

Объектами исследования являлись субстанции: метронидазола, 
тинидазола и клотримазола; лекарственные формы: таблетки метронидазола по 
0,25 г, раствор для инфузий 5 мг/мл метронидазола, тинидазол таблетки, 
покрытые оболочкой по 0,5 г, таблетки вагинальные клотримазола по 0,1 г, 
суппозитории вагинальные «Нео-Пенотран» (метронидазол 0,5 г, миконазол 0,1 
г), таблетки вагинальные «Тержинан» (тернидазол 0,2 г, преднизолон 0,03 г, 
нистатин 100000 ЕД, неомицина сульфат 0,1 г), соответствующие требованиям 
нормативной документации (НД). 



Исследуемые образцы сравнения, а также используемые органические 
растворители, неорганические кислоты и щелочи отвечали требованиям 
ГОСТов и при необходимости подвергались дополнительной очистке по 
известным методикам. 

В работе использовали следующие методы исследования: УФ -
спектроскопия, электрохимические (рН-метрия), хроматографические 
(высокоэффективная жидкостная хроматография), статистические. При 
статистической обработке экспериментальных данных использовали методы 
Стьюдента и Фишера. Обработку экспериментальных данных и уравнений 
регрессии осуществляли методом наименьших квадратов с использованием 
пакета «Microsoft Excel Professional for Windows XP». 

Спектральные исследования проводили на спектрофотометрах СФ-46, 
СФ-56, СФ-2000 (РФ) в кварцевых кюветах с длиной рабочего слоя 10 мм. рН 
растворов создавали растворами 0,1 М натрия гидроксида и 0,1 М кислоты 
хлористоводородной в пределах рН от 1,1 до 13,0. Значение рН контролировали 
с помощью иономера ЭВ-74 (РФ) со стеклянным индикаторным электродом. В 
качестве электрода сравнения использовали стандартный хлорсеребряный 
электрод. Растворимость таблеток определяли в приборе «Эрвека» (ФРГ) типа 
«вращающаяся корзинка». Для хроматографических (ВЭЖХ) исследований 
применяли микроколоночный жидкостной хроматограф «Милихром А-02» 
(ЗАО «ЭкоНова», Новосибирск, РФ) с ультрафиолетовым 
спектрофотометрическим детектором, снабженным стальной колонкой (75x2 
мм), заполненной сорбентом ProntoSIL-120-5-C18 AQ ("Bischoff 
Analysentechnik und Gerate GmbH", Германия) с размером частиц 5 мкм. 
Эффективность колонки - 3500 т.т. Температура колонки 35°С и 45°С. Для 
ВЭЖХ исследований использовали центрифугу «Eppendorf» (Германия), рН-
метр «Анион 4100» (РФ), ультразвуковую баню RK 100 «Bandelin electronic» 
(Германия). В качестве перемешивающего устройства жидкостей использовали 
прибор Шейкер S-3.08L. 

2. Спектрофотометрический анализ лекарственных средств 
производных имидазола 

Изучены спектры поглощения растворов метронидазола, тинидазола и 
клотримазола в интервале рН 1,1 - 13,0 в области длин волн 220 - 320 им, их 
стабильность при хранении и обоснован выбор оптимальных условий 
спектрофотометрического определения исследуемых лекарственных средств 
(табл. 1). 

В качестве оптических образцов сравнения использовали вещества 
неорганической и органической природы: фенолфталеин, бензойная кислота, 
феррицианид калия, дихромат калия, пирокатехиновый фиолетовый. Данные 
вещества широко применяются в аналитической практике в качестве реактивов, 
индикаторов и выпускаются химической промышленностью квалификации 
«хч» и «чда», доступны, дешевы, на них имеются ГОСТы или ТУ, 
регламентирующие их качество, содержание в них основного вещества 
определяется химическими методами и составляет не менее 99,9%. 



Таблица 1 - Условия спектрофотометрического определения лекарственных средств 

Лекарственное 
вещество 

рН Растворитель ÎIUX. 
HM 

Образец 
сравнения Растворитель 

Оптимальная 
область 

поглощения, ым 

Метронидазола 

1,1 0 , Ш HCl 274 Беюойная 
кислота O.lMHCl 266-280 

Метронидазола 1,1 O.lMHCl 274 Фенолфталеин 0 ,ШНС1 268-282 Метронидазола 

1.1 0 ,ШНС1 274 Пирокатехиновый 
фиолетовый О.Ш HCl 270-285 

Тинвдазол 

1.5 O.lMHCl 276 Бензойная 
кислота O.lMHCl 266-280 

Тинвдазол 1,5 O.lMHCl 276 Фенолфталеин O.lMHCl 268-282 Тинвдазол 

1.5 O.lMHCl 276 Пирокатехиновый 
фиолетовый O.lMHCl 270-285 

Клотримазол 
1,1 O.lMHCl 264 Калия 

ферридианид 0,IM HCl 255-267 
Клотримазол 

1,1 O.lMHCl 264 Калия дихромат O.lMHCl 247-267 

Оптические характеристики каяия дихромата, калия феррицианида, 
фенолфталеина, бензойной кислоты исследованы ранее (Илларионова Е.А., 
2004). В данной работе была изучена возможность использования 
пирокатехинового фиолетового в качестве оптического образца сравнения для 
спектрофотометрического определения различных групп лекарственных 
средств в растворах при вариации рН от 1,1 до 13,0. Изучение спектров 
поглощения и стабильности растворов пирокатехинового фиолетового при 
различных значениях рН позволило установить оптимальные области рН для 
использования данного соединения в качестве оптического образца сравнения в 
спектрофотометрическом анализе лекарственных средств. Оптимальные 
области поглощения определены на основании разработанной в работе 
(Илларионова Е. А., 2004) методологии выбора оптических образцов сравнения. 
Оптические характеристики пирокатехинового фиолетового при оптимальных 
значениях рН и рассчитанные области поглощения представлены в табл. 2 

Растворитепь >jnax,KM Полуширина, нм Область 
поглощения 

0,1 М раствор 276 22 270-285 
хлористоводородной кислоты 440 60 420-450 

Вода очищенная 284 18 275-291 
Вода очищенная 430 15 413-445 

ОД М раствор натрия гидроксида плечо 260-296 31 260-296 
313 20 306-319 

Спирт этиловый 430 14 410-443 



Оптимальные области поглощения пирокатехинового фиолетового, 
установленные расчетным способом, были подтверждены экспериментально. 
Для этого изучали зависимость погрешности измерения величины оптической 
плотности пирокатехинового фиолетового при различных длинах волн в 
области, соответствующей половине полуширины их полос поглощения. На 
рис. 1 представлена данная зависимость для пирокатехинового фиолетового в 
0,1 М растворе хлористоводородной кислоты в интервале 270-285 им. 

2,5 

2 

1.5 • 

1 -

0.5 

250 260 270 280 290 300 
Рис. 1. Зависимость погрешности измерения величины оптической плотности 

пирокатехинового фиолетового в области 270-285 нм 

Из представленной графической зависимости (рис. 1) видно, что в 
пределах оптимального интервала (270-285 нм) ошибка измерения величины 
оптической плотности составляет 0,3-0,8% и укладывается в допустимую для 
спектрофотометрического анализа лекарственных средств погрешность (2-3%), 
Следует отметить, что погрешность измерения величины оптической плотности 
имеет наименьшее значение в области максимума поглощения, а наибольшее 
при длинах волн, соответствующих верхнему и нижнему значению интервала. 
За пределами границ оптимального интервала погрешность измерения 
величины оптической плотности возрастает до 2,1%, Аналитическая длина 
волны метронидазола и тинидазола (274 нм, 276 нм соответственно) входит в 
оптимальную область поглощения пирокатехинового фиолетового 270-285 нм. 
Погрешность определения оптической плотности при длине волны 274 нм 
составляет 0,54%, при 276 нм - 0,52%. Это дает основание предполагать, что 
пирокатехиновый фиолетовый может являться оптическим образцом сравнения 
для спектрофотометрического определения метронидазола и тинидазола при 
использовании в качестве растворителя 0,1 М раствор хлористоводородной 
кислоты. 

Из представленных на рис. 2, 3 зависимостей видно, что спектры 
поглощения метронидазола и пирокатехинового фиолетового, тинидазола и 
пирокатехинового фиолетового имеют сходный характер в области 
аналитической длины волны метронидазола и тинидазола соответственно. 
Спектры поглощения лекарственного вещества и оптического образца 
сравнения различаются по интенсивности поглощения, поэтому для 
количественного определения исследуемых веществ вводится коэффициент 



пересчета, являющийся отношением удельных показателей поглощения 
оптического Еоос и рабочего Вас образцов сравнения. Введение в расчетную 
формулу коэффициента пересчета позволяет учесть различия в природе матриц 
испытуемого вещества и оптического образца сравнения. 

400 
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100 -

Еуд 
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метронидазол 

- - - пирокатехиновый 
даолетовый 

"К, НМ 
— I — 
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Рис. 2. УФ-спектры поглощения метронидазола и пирокатехинового 
фиолетового 
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Рис. 3. УФ-спектры поглощения тинидазола и пирокатехинового фиолетового 

Результаты спектрофотометрического определения исследуемых 
лекарственных веществ и их готовых лекарственных форм с применением 
оптических образцов сравнения и рабочего стандартного образца (PCO), а 
также их сравнительная оценка представлены в таблицах 3,4. 

Относительная погрешность определения не превышает 1,26% для 
субстанций и 2,37% для готовых лекарственных форм. Следует отметить, что 
результаты количественного определения метронидазола, тинидазола и 
клотримазола по различным оптическим образцам сравнения хорошо 
согласуются, поэтому в условиях заводских лабораторий и Центров контроля 
качества лекарственных средств можно применять наиболее доступный для 
данной лаборатории оптический образец сравнения. 
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Таблица 3 - Метрологаческие характеристики методик спектрофотометрического 

Лекарственное 
вешество, 
№ серии 

Образцы 
сравнения 

Метрологические характеристики 
(п=7, Р=95%) Лекарственное 

вешество, 
№ серии 

Образцы 
сравнения 

Кпер S ДХ Е,% S, 

Метронндазол 
024786 

Бензойная 
кислота 0,1935 100,02 0,71 0,84 0,78 0,78 0,008 

Метронндазол 
024786 

Фенолфталеин 0,3213 100,09 0,26 0,51 0,47 0,47 0,005 Метронндазол 
024786 Пирокатехиновый 

фиолетовый 0,8356 100,02 1,66 1,29 1,19 1,19 0,013 
Метронндазол 

024786 

PCO 99,61 0,02 0,14 0,13 0,13 0,001 

Тинвдазол 
11375 

Бензойная 
кислота 0,5417 100,01 0,17 0,41 0,38 0,38 0,004 

Тинвдазол 
11375 

Фенолфталеин 0,8986 100,01 0,65 0,81 0,75 0,75 0,008 Тинвдазол 
11375 Пирокатехиновый 

фиолетовый 2,4475 100,01 1,85 1,36 1,26 1,26 0,014 
Тинвдазол 

11375 

PCO 99,82 0,07 0,27 0,25 0,25 0,003 

Клотримазол 
17176 

Калил 
феррицианид 3,3749 100,30 0,05 0,23 0,22 0,21 0,002 

Клотримазол 
17176 Калия дихромат 4,6565 100,30 0,05 0,22 0,20 0,20 0,002 

Клотримазол 
17176 

PCO 99,36 0,08 0,28 0,26 0,26 0,003 

Таблица 4 - Метрологические характеристики методик спектрофотометрического 

Лекарственное 
вещество, 
Х» серии 

Образцы 
сравнения 

Метрологические характеристики 
(п=7, Р=95%) Лекарственное 

вещество, 
Х» серии 

Образцы 
сравнения 

X S S x ДХ Е% Sr 

Метронидазол 
таблетки по 0,25 г 

10608 

Фенолфталеин 0,2481 6,04 2,46 0,93 2,36 2,37 0,051 

Метронидазол 
таблетки по 0,25 г 

10608 

Бензойная 
кислота 0,2498 4,79 2,19 0,83 2,03 2,03 0,022 Метронидазол 

таблетки по 0,25 г 
10608 Пирокатехиновый 

фиолетовый 0,2512 1,66 1,29 0,49 1,19 1,19 0,013 

Метронидазол 
таблетки по 0,25 г 

10608 

PCO 0,2493 0,18 0,42 0,16 0,39 0,39 0,004 

Метронидазол 
раствор для 

инфузий 5 мг/мл 
8231 

Бензойная 
кислота 100,26 0,37 0,61 0,23 0,56 0,56 0,006 

Метронидазол 
раствор для 

инфузий 5 мг/мл 
8231 

Фенолфталеин 100,56 0,36 0,60 0,23 0,56 0,55 0,006 
Метронидазол 

раствор для 
инфузий 5 мг/мл 

8231 
Пирокатехиновый 

фиолетовый 100,01 0,67 0,82 0,31 0,76 0,76 0,008 

Метронидазол 
раствор для 

инфузий 5 мг/мл 
8231 

PCO 100,03 0,09 0,30 0,12 0,28 0,28 0,003 

Тинияазол 
таблетки, 
покрытые 

оболочкой по 0,5 г 
481009 

Бензойная 
кислота 

0,5070 1,51 1,23 0,47 1,14 1,12 0,012 Тинияазол 
таблетки, 
покрытые 

оболочкой по 0,5 г 
481009 

Фенолфталеин 0,4961 0,91 0,96 0,36 0,89 0,89 0,01 
Тинияазол 
таблетки, 
покрытые 

оболочкой по 0,5 г 
481009 

Пирокатехиновый 
фиолетовый 0,5034 3,26 1,81 0,68 1,67 1,66 0,018 

Тинияазол 
таблетки, 
покрытые 

оболочкой по 0,5 г 
481009 

PCO 0,4977 1,28 1,13 0,43 1,05 1,05 0,011 
Клотримазол 

таблетки 
вагинальные 0,1 г 

20411 

Калия 
феррицианид 0,0977 2,56 1,60 0,60 1,48 1,52 0,016 Клотримазол 

таблетки 
вагинальные 0,1 г 

20411 
Калия дихромат 0,0974 4,06 2,01 0,76 1,87 1,91 0,021 

Клотримазол 
таблетки 

вагинальные 0,1 г 
20411 PCO 0,0990 1,73 1,32 0,50 1,22 1,23 0,013 

Результаты сравнительной оценки разработанных и рекомендованных НД 
методик количественного определения субстанций метронидазола, тинидазола 
и клотримазола представлены в таблице 5, б, 7. 



Таблица 5 - Сравнительная оценка методов количественного определения метронидазола в 

Наименование метода Ц 8 Е,% Р.», 

Продолжи -
тельность 
анализа 

мин. 

Число 
опера-

ций 

Ацидиметрия в среде 
ледяной уксусной кислоты 100 99,56 0,193 0,439 0,41 2,66 

1,01 
25 5 

Спеетрофотомегрия по 
бензойной кислоте 100 100,01 0,194 0,440 0,41 0,06 

1,01 
20 6 

Таблица 6 — Сравнительна? 
субстанции (п=7,1(Р, £)(табл> 

оценка методе 
=2,45; Р=95%; Р 

>в количественного определения тинидазола I 
•Р, Ги Г2)(табл)=б,84; Р=99%) 

Наименование метода 8= 5 Е,% 

Продолжи -
тельность 
анализа 

мин. 

Число 
опера-

ций 

Ацидиметрия в среде 
ледяной уксусной кислоть: 100 99,56 0,10 0,32 0Д9 3,64 

3,50 
25 5 

Спектрофотометрия по 
йенолАталеину 100 100,38 0,35 0,59 0,55 1,71 

3,50 
20 6 

Таблица 7 — Сравнительная оценка методов колич 
субстанции (п=1,П(табл)=2,45; Р=95%; Р(Р, € 

[ественного определения клотримазола I 
)(табл)=б,84; Р=99%) 

Наименование метода 8 Е,% 

Продолжи -
тельность 
анализа 

мин. 

Число 
опера-

ций 

Ацидиметрия в среде 
ледяной уксусной кислоты 100 99,40 0,11 0,33 0,30 4,8 

3,00 
25 5 

Спектрофотометрия по 
калия дихромату 100 99,69 0,33 0,58 0,54 1.42 

3,00 
20 6 

Приведенные результаты показывают, что методики 
спектрофотометрического определения и методики, рекомендованные 
нормативной документацией, дают правильные результаты (1выч<1табл)-
Результаты определения метронидазола, тинидазола и клотримазола, 
полученные по разработанной методике и методике НД, хорошо согласуются. 
Сравнение дисперсий двух выборочных совокупностей при помощи Р -
распределения при fl=f2=7, р=99% показало, что разработанные нами методики 
количественного определения метронидазола, тинидазола и клотримазола и 
методики НД не различаются существенно по воспроизводимости. Однако 
предложенная нами методика требует использования менее дорогостоящего 
образца сравнения, стоимость одного анализа уменьшается в 2,8 раза. 
Преимуществом разработанных методик является возможность унификации 
количественного определения исследуемых лекарственных веществ в 
субстанциях и лекарственных формах. 

Проведенная валидационная оценка разработанных методик 
спектрофотометрического определения исследуемых лекарственных веществ в 
субстанциях и лекарственных формах свидетельствует о пригодности 
предложенных методик. Результаты валидационной оценки методик 
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спектрофотометрического определения на примере субстанции метронидазола 
представлены в таблице 8. 
Таблица 8 — Результаты валидационной оценки методик спектрофотометрического 

Параметры Критерии 
приемлемости 

Результаты испытания субстанции метронидазола 
Параметры Критерии 

приемлемости Фенолфталеин Бензойная 
кислота 

Пирокатехиновый 
фиолетовый 

Прецшионность: 

1.Сходимость RSD < 2% 
RSD-0,26 
t . „ = 0.27, 

(t,as»-2,45). 
n=7 

RSD=0,7I, 
t » , = 0,06, 
(U„=2,45), 

n-7 

RSD=1.66, 
t.b« = 0,04, 
(t„b,=2,45), 

n=7 

2.Воспротаоди-
мость 

RSD<3% 
RSD=0,38, 
W = l , 9 5 , 
(U,=2,45), 

n=-7 

RSI>=0,64, 
t„„ = 2.11, 

(t,.6„=2,45),n=7 

RSD=1,12, 
t . « = 2.31, 
(W«=2,45), 

n=7 
Специфичность Специфична Специфична Специфична 

Линейность 
результатов R'> 0,999 = 0,999; 

y = 0,2808x + 0,09 
R-'^ 0,999; 

y = 0,2808x + 0,09 
R" = 0,999; 

у = 0,2808x + 0,09 
Аналитическая 

область методики 
интервал 

концетраций 0,1-0,3 мг/мл 0,1-0,3 мг/мл 0,1-0,3 мг/мл 

Разработанные методики спектрофотометрического определения с 
использованием оптических образцов сравнения позволили с достаточной 
точностью провести определение теста «растворение» твердых дозированных 
лекарственных форм исследуемой группы препаратов. 

Методики спектрофотометрического определения с использованием 
оптических образцов сравнения апробированы и внедрены на 
фармацевтическом предприятии ОАО «Фармасинтез» и в учебный процесс 
кафедры фармацевтической и токсикологической химии ГБОУ ВПО ИГМУ 
Минздрава России. 

3. Сравнительная валидационная оценка методик 
спектрофотометрического и хроматографического анализа метронидазола, 

тинидазола и клотримазола в лекарственных формах 
Для ВЭЖХ анализа был выбран обращенно-фазный вариант 

хроматографии. Исследования проводили на отечественном микроколоночном 
жидкостном хроматографе «Милихром А-02» (ЗАО «ЭкоНова», Новосибирск). 
Оптимальными условиями хроматографирования метронидазола, тинидазола и 
клотримазола являются: обращенная фаза ProntoSIL-120-5-C18 AQ, система 
злюентов смесь 0,2 М раствор перхлората лития - хлорная кислота (рН 2,8) -
ацетоншрил. При хроматографировании метронидазола увеличивали долю 
органического компонента от 5% до 20% за 1000 мкл, для тинидазола от 10% до 
35% ацетонитрила за 1000 мкл. Для клотримазола проводили изократическое 
элюирование в смеси 0,2 М раствор лития перхлорат - хлорная кислота (рН 2,8) 
- ацетонитрил с концентрацией органического компонента 55% за 1000 мкл. 
Скорость потока - 150 мкл/ мин. Температура колонки - 35°. 

Времена удерживания метронидазола составляет 4,2 мин, тинидазола -
4,3 мин и клотримазола - 3,8 мин. 
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Количественное определение исследуемых таблетированных 
лекарственных форм проводили методом внешнего стандарта. Расчеты 
выполняли с использованием компьютерного программного обеспечения 
«МультиХром» (ЗАО «Амперсенд», РФ). 

На примере модельных смесей лекарственных форм метронидазола, 
тинидазола и клотримазола с тремя уровнями концентраций (от 80 до 120%) от 
заявленного количества в лекарственной форме проведена валидационная 
оценка разработанных методик (табл. 9). Данные таблицы 9 свидетельствуют о 
пригодности предложенных методик хроматографического анализа 
метронидазола, тинидазола и клотримазола в таблетках. 

Таблица 9 - Результаты валидационной оценки методики количественного определения 
метронидазола, -пшидазола и клотримазола в лекарственных ф о р м а х 

Параметры 

Спедафичность 

Кр!перии 
Результаты испытания 

метронидазол 
Методика 

специфична 

тинидазол 
Методика 

специфична 

клотримазол 
Методика 

специфична 

Эффективность колонки 

Коэффициент ассиметрия 
пика 

Прецизионность: 
Сходимость 

Правильность 

Линейность результатоз 

Стабильность раствора 

Пригодность хроматографической системы 
не менее 
2000 т.т. 

не более 2 

RSD<2,0% 

RSD<2,0% 

tsu4*-tn5. 

г >0,990 

индивидуально 

3500 т.т. 

1,31 

1,14 

1,56 

1,60 

0,999 
В течение 

суток 

3500 т.т. 

1,02 

1,46 

1,72 

2,38 

0,998 

В течение суток 

3500 т.т. 

1,37 

0,82 

1,04 

1,24 

0.993 

В течение суток 

Результаты сравнительной оценки методик количественного определения 
действующих веществ в лекарственных формах спектрофотометрическим 
методом с применением оптических образцов сравнения, методом ВЭЖХ и по 
методике НД на примере таблеток метронидазола по 0,25 г представлены в 
табл. 10. 
Таблица 10 - Результаты сравнительной оценки методик количественного определения 

метронидазола в таблетках п о 2 S 0 мг 
Лекарственная 

форма, 
№ серии 

Таблетки 
метронидазола 

250 мг 
Серия 270809 

Метод 
количественного 

определения 
СФпо 

фенолфталеину 
СФМпо 

бензойной кислоте 
СФМпо 

пирокатехиновому 
фиолетовому 

СФ по РСО (ИД) 

ВЭЖХ 

Метрологические характеристики 
(П-7,Р=95%) 

0,247 

0,248 

0,251 

0,246 

0,249 

6,476 

6,027 

1,992 

2,624 

2,977 

2,545 

2,455 

1,411 

1,619 

1,725 

S5c 
0,962 

0,931 

0,533 

0,612 

0,652 

ДХ 

2,357 

2,254 

1,307 

1,500 

1,598 

Е% 

2,37 

2,28 

1,30 

1,50 

t.58 

0,026 

0,026 

0,014 

0,016 

0,017 

14 



Из представленных данных следует, что при определении исследуемых 
веществ в лекарственных формах спектрофотометрическим методом с 
применением оптических образцов сравнения, методом ВЭЖХ и по методике 
НД получены сопоставимые результаты. Относительная ошибка определения 
метронидазола в лекарственных формах методом ВЭЖХ не превышает 2,37% 

Результаты сравнительной валидационной оценки разработанных 
методик на примере таблеток метронидазола по 0,25 г представлены в табл. 11. 

Таблица 11 - Сравнительная валидационная оценка разработанных методик 

Критерии 
Результаты 

Критерии СФМ по оптическому образцу сравнения 
бензойной кислоте ВЭЖХ 

Специфичность методика специфична методика специфична 

Правильность 
1.ыч=0,91 

п=7 
(1тйл=2.45), 

п=7 

Воспроизводимосгь не более 1,56% не более 2,05% Воспроизводимосгь Р = (Р, Г, ГгХ.в, = 6,84, Р = 99%, Р„„= 1,45 
Линейность 
результатов 

г =0,999; 
у = 0,2808х + 0,09; 

г = 0,999 
у = 19,0б2х 

Проведенная сравнительная валидационная оценка методик 
спектрофотометрического определения по оптическому образцу сравнения и с 
использованием ВЭЖХ свидетельствует о пригодности предложенных методик 
для количественного определения таблеток метронидазола. Следует отметить, 
что оба метода дают правильные результаты, так как Сравнение 
дисперсий двух выборочных совокупностей при помощи Р- распределения при 
fl= ?2='1, р=99% позволяет сделать вывод о более высокой воспроизводимости 
спектрофотометрического метода по оптическому образцу сравнения. Кроме 
того, спектрофотометрический метод не требует использование дорогостоящих 
реактивов и прост в исполнении. 

В НД методики спектрофотометрического и хроматографического 
(ВЭЖХ) анализа могут быть включены как альтернативные. 

4. Разработка методик количественного определения многокомпонентных 
лекарственных форм «Нео-Пенотран» и «Тержинан» 

В данной работе изучена возможность анализа многокомпонентных 
лекарственных форм противопротозойного действия: суппозитории 
вагинальные «Нео-Пенотран» и таблетки вагинальные «Тержинан» при 
помощи оборудования российского производства ВЭЖХ-анализатора 
«Милихром А-02». Состав действующих веществ исследуемых 
многокомпонентных форм представлен в табл. 12. 
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Исследуемая многокомпонентная 
лекарственная форма 

Действующие вещества 

Суппозитории вагинальные «Нео-
Пенотран» 

Тернидазол 200 мг, преднизолон 3 мг, нистатин 
100000 Р-Я неомицина сульфат 100 мг 

Таблетки вагинальные 
«Тержинан» 

Метронидазол 500 мг, миконазол 100 мг 

Для анализа данных лекарственных форм был выбран обращенно-
фазный вариант хроматографии. Условия хроматографирования, 
установленные экспериментально, представлены в табл. 13,14. 

Таблица 13 - Условия хроматографирования метронидазола и миконазола в суппозиториях 
вагинальных «иео-иенотран» 

Прибор «Милихром А-02» 

Колонка 
75x2 мм, 

ProntoSIL-120-5-C18 

Подвижная фаза 
элюент А - 0,2 М раствор лития перхлорат и хлорная 

кислота, вода (рН 2,8), элюент Б - ацетонитрил 
нм 210 

Скорость потока 150мкл/мин 
Объем пробы 2 мкл 

Воемя анализа, мин 2 3 - 2 4 
Температура термостата 

колонки 
35°С 

Градиент 
от 5% до 20% Б за 1000 мкл, от 20% до 100% Б 

за 2500 мкл 

Таблица 14 - Условия хроматографирования тернидазола, нистатина и преднизолона в 

Псибор «Милихром А-02» 

Колонка 
75x2 мм, 

ProntoSIL-120-5-C18 

Подвижная фаза 
элюент А - 0,2 М раствор лития перхлорат и хлорная 

кислота, вода (рН 2 ,8 i элюент Б - ацетонитрил 
Н М 230 

Скорость потока 150 мкл/мин ——к.— 
Объем пробы 2 мкл 

Время анализа, мин 1 6 - 1 7 
Температура термостата колонки 35"С 

Градиент от 5 до 100% Б за 2500 мкл 

При хроматографировании суппозиторий вагинальных «Нео-Пенотран» 
время удерживания метронидазола составляет 4,2 мин, а миконазола - 15,8 мин. 

В состав лекарственной формы «Тержинан» входит неомицина сульфат, 
который имеет низкий коэффициент экстинкции в УФ-области спектра и 
чувствительность определения данного компонента недостаточна в 
предложенных условиях. 
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в лекарственной форме таблетки вагинальные «Тержинан» время 
удерживания тернидазола составяет 5,2 мин, преднизолона метасульфобензоата 
натрия - 8,3 мин и нистатина - 10,3 мин. 

На рис. 4 приведена хроматограмма готовой лекарственной формы на 
примере суппозиторий «Нео-Пенотран». 

12 

10-̂  
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Рис. 4. Хроматограмма раствора готовой лекарственной формы «Нео-
Пенотран». Пики: 1 — пик метронидазола; 2 - пик миконазола нитрата 

Результаты количественного определения суппозиторий вагинальных 
«Нео-Пенотран» и таблеток вагинальных «Тержинан», полученные по 
разработанной методике методом ВЭЖХ, приведены в таблице 15. 

Таблица 15 — Результаты количественного определения таблеток вагинальных «Тержинан», 

Лекарственная 
форма, серия 

Метрологические характеристики 
(п=7, Р=95%) Лекарственная 

форма, серия 8 ДХ Е% 8. 

Я _ тернидазол 99,43 5,98 2.45 0,92 2,27 1,13 0,012 

1 ° преднизолон 99,15 0,04 0,19 0,07 0,18 3,80 0,040 

нистатин 99,90 7598269,83 2756,50 1041,86 2552,55 2,56 0,027 

метронидазол 99,36 1,35 1,16 0,44 1,08 1,08 0,012 

1 миконазол 98,81 0,84 0,91 0,35 0,85 0,86 0,009 

Проведенная сравнительная оценка разработанных методик и методик 
нормативной документации показала, что разработанные методики и методики 
НД дают правильные результаты (1выч<1табп) и не различаются по 
воспроизводимости (Рвыч'̂ Ртабл)) поэтому разработанные методики можно 
предложить в качестве альтернативных методикам НД. Основными 
достоинствами разработанных методик являются использование 
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отечественного оборудования, доступных для большинства лабораторий 
отечественных реактивов, простота приготовления испытуемых и стандартных 
растворов и подвижных фаз. 

Результаты сравнительной оценки разработанной методики и методики 
НД на примере суппозиторий вагинальных «Нео-Пенотран» представлены в 
таблице 16. 
Таблица 16 - Сравнительная оценка методов количественного определения суппозиторий 

Лекарственное вещество 
Л1 —, 

Х,% 8 Е % t.ыч 

а « 1 

метронидазол 99,35 1,03 1,01 0,95 1,82 1,01 

а « 1 миконазол 99,49 0,65 0,80 0,75 1,80 1,07 

2 

метронидазол 98,87 1,02 1,01 0,94 3,17 

2 
миконазол 98,57 0,61 0,78 0,73 5,19 

Результаты валидационной оценки методики количественного 
определения на примере таблеток вагинальных «Тержинан» представлены в 
таблице 17. 
Таблица 17 - Результаты оценки параметров прецизионность и робастность методики 
количественного опр| 

Параметры 

эделения таилсАил. 1 
Критерий Тержинан 

количественного опр| 

Параметры приемлемости Тернидазол Преднизолон Нистатин 

Сходимость 
К5П<2,0% 

11абл — ̂ выч 

К8П = 1,13 
1»,= 1,26, 

(1„в„=2,45), 
п=7 

К50 = 0,04; 

(1„бл=2,45), 
п=7 

К80 = 1,96; 
1.ь„=1,05, 

(иь. = 2,45), 
п=7 

Воспроизводимость К80<2,0% 
1г,бл>1.ыч 

К80=1,24 
и , = 1,32 

(^,=2,45), 
п=7 

К80= 1,93; 
и , = 1,81, 

(еы!л=2,45), 
п=7 

а80=1,99; 
1.ы,= 1.21, 

(1„»л=2.45), 
п=7 

Робастность 

1.Изменение рН 
на ± 0,25 

2.Изменение 
температуры 

колонки на ±5 С 
3.Разные 
колонки 

4.0тклонения 
скорости 

градиента ± 10% 

Времена 
удерживания не 

изменяются 

Времена 
удерживания не 

изменяются 

Времена 
удерживания не 

изменяются 
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Проведенная валидационная оценка разработанных методик 
количественного определения исследуемых многокомпонентных 
лекарственных форм методом ВЭЖХ свидетельствует о пригодности 
предложенных методик. 

ВЫВОДЫ 
1. Обоснован выбор оптимальных условий спектрофотометрического 

определения (оптимальные значения рН, растворитель, аналитическая 
длина волны, уравнение градуировочного графика, выбор оптических 
образцов сравнения) и разработаны унифицированные методики 
спектрофотометрического количественного определения и контроля теста 
«растворение» метронидазола, тинидазола и клотримазола в субстанциях и 
лекарственных формах с использованием в качестве оптических образцов 
сравнения калия дихромата, калия феррицианида, бензойной кислоты, 
фенолфталеина, пирокатехинового фиолетового, отличающиеся высокой 
воспроизводимостью, точностью, доступностью, экспрессностью и 
отсутствием высокотоксичных реактивов; относительная ошибка 
определения для субстанции не превышает 1,26%, для лекарственных форм 
2,37% 

2. Определены условия хроматографического анализа (колонка ProntoSIL-
120-5-С18 AQ, элюент: 0,2 М раствор лития перхлората - хлорная кислота 
(рН 2,8) и ацетонитрил, режим элюирования — градиентный и 
изократический, скорость потока элюента - 150 мкл/мин, температура 
35°С, объем пробы 2 мкл) и разработаны методики количественного 
определения метронидазола, тинидазола и клотримазола в лекарственных 
формах методом ВЭЖХ, относительная ошибка определения не превышает 
2,59%. 

3. Проведена сравнительная оценка методик количественного определения 
метронидазола, тинидазола и клотримазола методом ВЭЖХ и 
спектрофотометрическим методом с использованием оптических образцов 
сравнения, которая показала, что спектрофотометрический метод 
отличается более высокой воспроизводимостью, не требует сложного 
дорогостоящего оборудования и реактивов. 

4. Обоснован выбор условий хроматографического анализа (колонка 
ProntoSIL-120-5-C18 AQ, элюент А - 0,2 М раствор лития перхлората и 
кислота хлорная (рН 2,8), вода (5:95); элюент Б - ацетонитрил, режим 
элюирования - градиентный, скорость потока элюента - 150 мкл/мин, 
температура колонки для таблеток вагинальных «Тержинан» 35°С, для 
суппозиторий вагинальных «Нео-Пенотран» 45°С) и разработаны методики 
количественного определения компонентов комбинированных 
лекарственных форм суппозиторий вагинальных «Нео-Пенотран» и 
таблеток вагинальных «Тержинан» методом ВЭЖХ, относительная ошибка 
определения не превышает 3,8 %. 

5. Разработаны проекты изменений ФСП на указанные лекарственные 
средства по показателям «Растворение» и «Количественное определение». 
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