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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

(NH4)2SO4 − аммония сульфат  

HCL – хлористоводородная кислота 

Na2SO4 − натрия сульфат 

NaCI − натрия хлорид 

ВИЧ − вирус иммунодефицита человека 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография  

ГФ – Государственная фармакопея 

ЛС – лекарственное средство 

ЛФ – лекарственная форма 

НД – нормативная документация  

ООС − оптический образец сравнения 

ОФС – общая фармакопейная статья 

РСО – рабочий стандартный образец  

СОВС – стандартный образец вещества - свидетеля 

СПИД − синдром приобретенного иммунодефицита 

СФ – спектрофотометрия 

ТСХ – тонкослойная хроматография  

ТФЭ – твердофазная экстракция  

УФ – ультрафиолетовая область спектра   

ХТА – химико - токсикологический анализ 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы.  ВИЧ – одно из самых тяжелейших хронических 

заболеваний на планете. Он представляет угрозу для личной, общественной и 

государственной безопасности, а также для существования человечества в целом 

[68; 87].  

Антиретровирусная терапия направлена на замедление репродукции 

вируса, позволяя снизить количество вируса в крови до минимальных цифр, и 

этим уменьшить вероятность развития оппортунистических заболеваний и 

позволяя иммунитету восстонавливаться в достаточной степени [4; 60; 74; 94; 

95]. Ассортимент антиретровирусных препаратов постоянно расширяется, как за 

счет создания новых лекарственных форм на основе оригинальных 

синтезированных препаратов, так и на основе генериков. 

Наиболее широкое распространение в схемах лечения ВИЧ-инфекции 

занимают нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы ВИЧ. Они 

применяются в комбинациях, так как монотерапия не показала должной 

эффективности [60; 74].  

Объектами настоящего исследования являются антиретровирусные 

лекарственные средства абакавир, ламивудин и зидовудин.  

Критический анализ нормативной документации, а также литературных 

источников показал, что для анализа веществ исследуемой группы препаратов 

чаще всего используются инструментальные методы. Для количественного 

определения абакавира, ламивудина и зидовудина в субстанциях и 

лекарственных формах предложен метод высокоэффективной жидкостной 

хроматографии с использованием приборов импортного производства и 

стандартных образцов производства USP [1; 2; 3; 14; 39; 38; 41; 62; 67]. Данные 

методики дают возможность разделить исследуемые вещества и определить их 

количественное содержание, однако они характеризуются рядом недостатков: 

высокая стоимость оборудования, хроматографических колонок, стандартных 

образцов производства USP. 
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 Разработка новых методик анализа абакавира, ламивудина, зидовудина, а 

также совершенствование существующих методов является актуальной 

проблемой.  

Использование варианта УФ спектрофотометрического определения, 

основанного на применении оптических образцов сравнения, а также 

применение высокоэффективной жидкостной хроматографии на приборах 

отечественного производства позволит выполнять количественное определение 

препарата в субстанции, лекарственных формах и биологических объектах 

одним и тем же методом. Это позволит повысить воспроизводимость 

результатов определения, а также уменьшит трудоемкость, стоимость и 

погрешность анализа [45; 46; 88]. 

Пожизненная терапия антиретровирусными препаратами предполагает их 

совместное применение с препаратами из других фармакологических групп. Эти 

комбинации используются для лечения заболеваний, обусловленных либо самим 

вирусом, либо заболеваний, с которыми так или иначе встречается каждый 

человек в процессе жизни [6]. Все лекарственные средства имеют побочные 

эффекты, а при сочетанном употреблении, увеличении дозировок, 

необоснованном их применении эти эффекты могут усиливаться в огромное 

количество раз и как следствие возрастает риск отравления [5; 75].  

ХТА веществ данной группы как при монотерапии, так и в комбинациях с 

другими лекарственными средствами не отражен в литературных источниках. 

Поэтому разработка методик экстракции, идентификации и разделения 

абакавира, ламивудина, зидовудина при совместном присутствии с мебикаром, 

клозапином, метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, 

имипразином, перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и 

хлорпротиксеном в биологических объектах с использованием 

хроматографических методов является важной задачей. 

Цель и задачи исследования. Целью настоящего исследования является 

совершенствование методов стандартизации и химико-токсикологического 
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анализа антиретровирусных лекарственных средств абакавира, ламивудина и 

зидовудина.  

Для достижения указанной цели необходимо было решить следующие 

задачи: 

1. Подобрать условия и разработать унифицированные методики 

количественного определения абакавира, ламивудина и зидовудина в 

субстанциях и лекарственных формах методами СФ с использованием 

оптических   образцов сравнения и ВЭЖХ на отечественном микроколоночном 

хроматографе, предложить проекты изменений нормативной документации 

(ФСП). 

2. Разработать методики количественного определения зидовудина и 

ламивудина в таблетированной лекарственной форме «Дизаверокс» методами 

производной СФ и ВЭЖХ на отечественном микроколоночном хроматографе, 

предложить проект изменений нормативной документации (ФСП). 

3. Обосновать условия экстракции (органический растворитель, pH среды, 

время и кратность экстракции) абакавира, ламивудина и зидовудина из 

растворов и разработать оптимальные методики экстракции абакавира, 

ламивудина и зидовудина из модельных смесей мочи. 

4. Оптимизировать условия идентификации абакавира, ламивудина и 

зидовудина при совместном присутствии с мебикаром, клозапином, 

метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, 

перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном в 

биологических объектах. 

5.  Обосновать условия хроматографирования комбинированных сочетаний 

абакавира, ламивудина и зидовудина с мебикаром, клозапином, метамизолом 

натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, перициазином, 

фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном после извлечения из 

модельных смесей мочи методом ВЭЖХ; разработать методики их обнаружения 

при использовании в комбинациях. 
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 Научная новизна работы. Научно доказаны и определены в ходе 

эксперимента наиболее оптимальные параметры (рН среды, растворитель, 

аналитическая длина волны, оптимальная концентрация, ООС) СФ анализа 

абакавира, ламивудина и зидовудина в субстанциях и таблетированных 

лекарственных формах с использованием оптических образцов сравнения, 

позволяющие повысить воспроизводимость и точность анализа. Предложена 

методика количественного определения многокомпонентной лекарственной 

формы − таблеток «Дизаверокс» с использованием производной СФ. 

Обоснованы унифицированные условия количественного определения 

антиретровирусных лекарственных средств в таблетированных лекарственных 

формах и в кобинациях с другими лекарственными веществами в извлечениях из 

мочи методом ВЭЖХ с использованием отечественного микроколоночного 

жидкостного хроматографа с УФ детектором.  

Определено влияние различных параметров, влияющих на экстракцию 

абакавира, ламивудина и зидовудина из модельных смесей мочи с помощью 

ЖЖЭ. Установлено, что оптимальным растворителем для экстракции абакавира 

является трихлорметан, а в качестве высаливающего компонента − аммония 

сульфат насыщенный. Для выделения ламивудина предложен этилацетат, а в 

качестве высаливающего компонента − аммония сульфат 20 %. Зидовудин 

изолировали дихлорметаном при рН 8, трехкратно; в качестве высаливающего 

компонента рекомендован аммония сульфат 20%.  

Аргументирован выбор оптимальных систем растворителей этилацетат-

трихлорметан-аммиака раствор концентрированный 25% (17:4:1) для 

идентификации абакавира, ламивудина и зидовудина в сочетании с мебикаром, 

клозапином, метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, 

имипразином, перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и 

хлорпротиксеном в извлечениях из мочи методом ТСХ. 

Практическая значимость. По результатам исследований разработаны и 

предложены: 12 методик количественного определения абакавира, ламивудина 
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и зидовудина в субстанциях и лекарственных формах СФ методом с 

использованием в качестве оптических образцов сравнения калия бихромата, 

бензойной кислоты, сульфосалициловой кислоты, калия гексацианоферрата, 4,4 

‵- диоксифталофенона; 3 методики количественного определения абакавира, 

ламивудина и зидовудина в лекарственных формах методом ВЭЖХ; 3 методики 

экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина из модельных смесей мочи с 

помощью ЖЖЭ; методики качественного определения комбинированных 

сочетаний абакавира, ламивудина и зидовудина с мебикаром, клозапином, 

метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, 

перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном в 

извлечениях из мочи методами ТСХ и ВЭЖХ. 

Степень внедрения. Разработанные методики апробированы и внедрены 

в практику работы ОКК АО «Фармасинтез» (г. Иркутск), ГБУЗ 

«Республиканское бюро судебно-медицинской экспертизы» республики Бурятия 

(г. Улан-Удэ), судебно-химического отделения ГБУЗ «Иркутское областное 

бюро судебно-медицинской экспертизы» (г. Иркутск), в учебный процесс 

кафедры фармацевтической и токсикологической химии ФГБОУ ВО 

«Иркутский государственный медицинский университет» Министерства 

здравоохранения РФ. Получено 26 актов апробации и внедрения результатов 

данной работы. Получены два патента РФ на изобретения «Способ определения 

и обнаружения в моче антиретровирусных лекарственных средств в 

комбинированных сочетаниях» и «Способ определения абакавира».  

Предложены проекты изменения   ФСП на указанные лекарственные средства. 

Положения, выносимые на защиту: 

−  обоснование оптимальных условий и разработка методик 

спектрофотометрического анализа абакавира, ламивудина и зидовудина с 

использованием ООС; 

− теоретическое обоснование и разработка методики количественного 

определения многокомпонентной лекарственной формы таблеток «Дизаверокс» 

с использованием производной СФ. 
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−  результаты исследований по разработке методик анализа абакавира, 

ламивудина и зидовудина в лекарственных формах методом ВЭЖХ и их 

валидационная оценка;  

−  оптимальные условия экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина из 

растворов: в зависимости от рН среды, используемого органического 

растворителя, электролитов, времени и кратности экстракции, и разработка 

методик экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина из модельных смесей 

мочи; 

−   разработка условий разделения и идентификации абакавира, ламивудина 

и зидовудина в комбинированных сочетаниях с мебикаром, клозапином, 

метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, 

перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном в 

извлечениях из мочи методами ТСХ и ВЭЖХ.  

Личный вклад автора. Автором диссертационной работы проведен поиск 

и анализ данных по теме исследования, осуществлены планирование 

экспериментов, проведение экспериментальных работ, обобщение полученных 

данных и их статистическая обработка. Согласно сформулированным задачам, 

подготовлены доклады и статьи, оформлена диссертация и автореферат, 

представленные к защите. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности. Научные 

положения диссертационной работы соответствуют паспорту специальности 

14.04.02 – «фармацевтическая химия, фармакогнозия». Результаты проведенных 

исследований соответствуют пунктам 2,3,4 паспорта специальности. 

Связь задач исследования с проблемным планом фармацевтических 

наук. 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. 
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Апробация работы. Основные результаты диссертации были доложены и 

обсуждены на: 72-й межрегиональной конференции по фармации и 

фармакологии «Разработка, исследование и маркетинг новой фармацевтической 

продукции» (Пятигорск, 2017 г.); Всероссийской научно-практической 

конференции с международным участием «Инновационные технологии в 

фармации» (Иркутск, 2017, 2018 г.г.); 84-й, 85-й Всероссийской Байкальской 

научно-практической конференции молодых ученых и студентов с 

международным участием им. И.И. Мечникова «Актуальные вопросы 

современной медицины» (Иркутск, 2017, 2018 г.г.), V Всероссийской научно-

практической конференции «Беликовские чтения» (Пятигорск, 2017 г.); 

Межрегиональной научно-практической конференции «Перспективы 

консолидации достижений современной наркологии и рационального опыта 

традиционной медицины» (Улан-Удэ, 2018 г.). 

Публикации. По результатам диссертационной работы опубликовано 21 

работа, в том числе 4 статьи в периодических изданиях, рекомендованных ВАК 

МО и науки РФ, и получены 2 патента РФ на изобретения. 

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа изложена на 

188 страницах компьютерного текста. Работа состоит из введения, обзора 

литературы (глава 1), 3 глав экспериментальной части, общих выводов; работа 

иллюстрирована 58 таблицами, 43 рисунками. Список литературы включает 148 

источников, из них - 96 отечественных и 52 зарубежных. В приложениях 

представлены материалы по внедрению и апробации разработанных методик. 

  



12 
 

ГЛАВА 1. МЕТОДЫ АНАЛИЗА НЕКОТОРЫХ 

АНТИРЕТРОВИРУСНЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 

(ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

Более четверти века эпидемия вируса иммунодефицита человека 

распространяется по планете, превратившись в огромную по своим масштабам 

пандемию, которая наносит громадный экономический ущерб, дестабилизирует 

социально-политическую ситуацию во многих странах мира и препятствует 

достижению целей развития тысячелетия, как в сфере здравоохранения, так и в 

других областях. Являясь сложнейшей медико-социальной проблемой, 

включающей в себя помимо болезни и смерти миллионов людей, экономические 

и политические аспекты, она приобрела всемирный характер и создала реальную 

угрозу развитию большинства стран мира [68].  

Открытие роли ВИЧ в пандемии синдрома приобретенного 

иммунодефицита (СПИД) стало одним из важнейших научных открытий второй 

половины 20 века. Это открытие дало возможность приступить к разработке 

методов специфической профилактики, диагностики, а также лечения ВИЧ [87]. 

Причиной распространения ВИЧ-инфекции связано, в большей степени, с 

незащищенными половыми контактами, использованием зараженных вирусом 

шприцев, игл и других медицинских и парамедицинских инструментов, 

передачей вируса от инфицированной матери ребенку во время родов или при 

грудном вскармливании. Средняя продолжительность жизни ВИЧ-

инфицированных составляет 11-12 лет. Внедрение в клиническую практику 

антиретровирусных лекарственных средств привело к значительному снижению 

смертности от СПИД-ассоциированных заболеваний, увеличило 

продолжительность жизни ВИЧ положительных пациентов, облегчает течение 

болезни, а также снижает вероятность передачи вируса. 

Наиболее оптимальным, эффективным и распространенным методом 

лечения является антиретровирусная терапия (АРВТ), которая подразумевает 

комбинированное применение препаратов нескольких групп, различающихся по 

механизму действия [4; 15; 77]. 
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Объектами настоящего исследования являются антиретровирусные 

лекарственные средства: абакавир, ламивудин, зидовудин и их лекарственные 

формы. 

Свойства исследуемых лекарственных средств представлены в таблице 1. 

Качество исследуемых объектов регламентируется нормативной документацией 

[1; 2; 3; 14; 38; 39; 41; 62; 67]. 

Таблица 1 − Исследуемые лекарственные вещества 

Вещество Описание, 

свойства 

Нормативные документы на 

субстанцию и лекарственные формы 

Абакавир (1S,4R)-4-[2-

амино-6-

(циклопропиламино)- 

9Н-пурин-9-ил]-2-

циклопетен-1 метанол 

сульфат (соль) 

 

Белый или почти 

белый порошок 

растворим в воде. 

Абакавир субстанция ОАО 

«Фармасинтез», Россия ФС 000590-

270513 

Олитид таблетки по 150 мг, 300 

мг, 600 мг. ФСП ОАО «Фармасинтез», 

Россия № 002263-041013 

Зиаген таблетки 600мг. ФСП 

ГлаксоСмитКляйн Экспорт ЛТД, 

Великобритания № НД 42 – 10406 – 05 

Ламивудин 

4-амино-1-[(2R,5S)-2-

(гидроксиметил)-1,3-

оксатиолан-5-ил] 

пиримидин – 2(1Н)-он 

 

Белый или почти 

белый порошок. 

Растворим в воде. 

Ламивудин субстанция ОАО 

«Фармасинтез», Россия ФС 000468-

291212 

Амивирен таблетки по 150 мг, 

300 мг. ФСП ОАО «Фармасинтез», 

Россия № 002393-050314 

Зеффикс таблетки по 100 мг 

ФСП ГлаксоСмитКляйн Экспорт ЛТД, 

Великобритания № НД  10497-99 

Зидовудин 

3'-Азидо-3'-

дезокситимидин 

 

Кристаллический 

порошок от белого до 

бежевого цвета, без 

запаха. Умеренно 

растворим в воде, 

растворим в 95% 

спирте. 

Зидовудин субстанция ОАО 

«Фармасинтез», Россия ФС 000578-

170513 

Азимитем таблетки по 100 мг, 

300 мг. ФСП ОАО «Фармасинтез», 

Россия № 002134-110713 

Виро-Зет таблетки по 300 мг 

ФСП Ранбакси Лабораториз 

Лимитед, Индия ЛРС-006462/09-

130809 
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Систематический контроль качества лекарственных средств с 

использованием высокотехнологичных, унифицированных, экспрессных 

методов анализа позволяет улучшать качество лекарственной терапии. 

1.1 Анализ абакавира в субстанции, лекарственных формах и 

биологических жидкостях 

Абакавир − противовирусное средство для лечения ВИЧ из 

класса нуклеозидных ингибиторов обратной транскриптазы. Был одобрен Food 

and Drug Administration 18 декабря 1998 года, став пятнадцатым одобренным 

антиретровирусным препаратом в США [60; 74; 122].  

Фармакодинамика 

Абакавир ингибирует обратную транскриптазу ВИЧ, что приводит к 

обрыву цепи и остановке репликации вируса [95]. 

В организме человека, главным образом в печени, абакавир 

метаболизируется в основном под действием алкогольдегидрогеназы с 

образованием 5'-карбоновой кислоты и путем конъюгации с глюкуроновой 

кислотой с образованием 5'-глюкуронида.  

Фармакокинетика 

После приема препарата внутрь абакавир быстро и хорошо абсорбируется 

из желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). У взрослых абсолютная биодоступность 

абакавира после приема внутрь составляет 83%. Максимальная концентрация в 

плазме отмечается в среднем через 1,5 ч после приема таблеток, покрытых 

пленочной оболочкой и через 1 ч после приема раствора. 

Абакавир метаболизируется главным образом в печени, 2 % введенной 

дозы выводится почками в неизмененном виде. Около 83% введенной дозы 

абакавира выводится почками в виде метаболитов и в неизмененном виде, а 

оставшееся количество - через кишечник. Длительный прием абакавира внутрь 

в дозе 300 мг 2 раза/сут не приводит к значимой кумуляции препарата [56; 77; 

94; 123; 128]. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%81_%D0%B8%D0%BC%D0%BC%D1%83%D0%BD%D0%BE%D0%B4%D0%B5%D1%84%D0%B8%D1%86%D0%B8%D1%82%D0%B0_%D1%87%D0%B5%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B5%D0%BA%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%80%D0%B5%D0%B4%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%B0_%D0%B4%D0%BB%D1%8F_%D0%BB%D0%B5%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%8F_%D0%92%D0%98%D0%A7-%D0%B8%D0%BD%D1%84%D0%B5%D0%BA%D1%86%D0%B8%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/Food_and_Drug_Administration
https://ru.wikipedia.org/wiki/Food_and_Drug_Administration
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Нежелательные реакции  

Гепатотоксичность, периферическая нейропатия, митохондриальная 

токсичность, гематотоксичность, реакции гиперчувствительности [5; 56; 77; 69]. 

Одним из важных показателей качества лекарственных препаратов 

является количественное определение действующего вещества. 

Гойзман М. С. с соавторами [52] в своей работе рекомендует для 

количественного определения абакавира сульфата в субстанции 

модифицированный метод алкалиметрического титрования 0,1М раствором 

натрия гидроксида, предусматривающий поправку на начальное изменение рН, 

ввиду возможного присутствия примеси абакавира бисульфата. Этот прием 

позволяет исключить завышение результата титрования.  

 Uslu B., Özkan S. [146] предложили для количественной оценки 

абакавира в лекарственных препаратах и биологических жидкостях 

использовать метод анодной вольтамперометрии в буфере Britton-Robinson при 

рН 2,0. Метод требует наличия дорогостоящего оборудования. Относительная 

ошибка определения составляет 3,4%. 

Спектрофотометрическое определение абакавира в таблетированных 

лекарственных формах было описано в работах [118; 141; 142]. Предложенные 

методики основаны на получении окрашенных соединений абакавира с 

бромфеноловым синим или бромкрезоловым зеленым с последующим 

экстрагированием их трихлорметаном и фотометрированием при длинах волн 

460 и 469 нм соответственно. В качестве стандартного образца использовали 

субстанцию абакавира. Методика характеризуется низкой чувствительностью.  

Относительная ошибка определения не превышает 3,9%. 

В работе [125] предложена методика спектрофтометрического 

определения абакавира сульфата в таблетированной лекарственной форме при 

аналитической длине волны 249 нм с использованием метанола в качестве 

растворителя и рабочего стандартного образца абакавира сульфата. Авторы 

провели валидацию методики по показателям: специфичность, 
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воспроизводимость, сходимость, линейность. Относительная ошибка 

определения не превышает 1,4%. 

Широкое применение для анализа абакавира как в лекарственных 

препаратах, так и в биологический жидкостях нашел метод высокоэффективной 

жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), который применяется в обращенно-

фазовом варианте [104; 116; 129; 140]. В таблице 2 представлен анализ условий 

определения абакавира в различных объектах методом ВЭЖХ. 

Таблица 2 − Использование ВЭЖХ в анализе абакавира 

Объект анализа Вариант 

ВЭЖХ 

Прибор Колонка Условия 

хроматографирования 

Ошибка 

1 2 3 4 5 6 

Абакавир в 

субстанции НД 

[52] 

Обращенно- 

фазовая 

USP CHIRAL 

PAK AD-M 

(250×4,6 

мм), 5 мкм 

Градиентное элюирова-

ние  

ПФ: А − (гептан−2-

пропанол−диэтиламин 

850:150:1) 

Б − (гептан−2-пропанол 

1:1)  

УФ-детектор 286 нм, 

Время анализа − 55 мин 

РСО − абакавир USP 

1,3% 

Абакавир в 

таблетированной 

лекарственной 

форме НД [39; 

67] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Waters 

Symmetry 

C18  

(150×3,9 

мм), 5 мкм 

Градиентное элюирова-

ние  

ПФ: А − (метанол−вода 

8,5:10) 

Б − 0,05% раствор 

трифторуксусной 

кислоты 

УФ-детектор 254 нм, 

Время анализа − 35 мин 

РСО − абакавир USP 

2,0% 

Абакавир в 

субстанции и ЛФ 

[116] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Varian ODS 

C18 (150 

x4,6 мм), 5 

мкм 

 

Изократический режим 

ПФ: 

Метанол−ортофосфорная 

кислота (38:62) 

УФ-детектор 255 нм 

Время анализа − 8 мин 

Внутренний стандарт − 

невирапин 

4,7% 
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Продолжение таблицы 2 

1 2 3 4 5 6 

 Абакавир в 

плазме крови 

[129] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Luna C18 

(150 x4,6 

мм), 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: метанол-вода (75:15) 

УФ-детектор −260 нм 

Время анализа − 35 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция абакавира 

6,1% 

Абакавир в 

плазме крови 

[104] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Silica Gel 

C18 

(250×4,6 

мм), 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: вода-ацетонитрил 

(83:17) 

УФ-детектор 285 нм 

1 мл/мин 

Время анализа − 10мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция абакавира 

8,1% 

Абакавир плазме 

крови [140] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Hypersil 

BDC-C18 

(250×4,6 

мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: метанол-

ацетонитрил (46:80) 

УФ-детектор − 285 нм 

Время анализа − 25 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция абакавира 

8% 

 

 

Анализ условий определения абакавира методом ВЭЖХ, представленный 

в таблице 2, показывает, что методики предлагаемые НД [1; 38; 67] и рядом 

авторов научных публикаций [104; 116; 129; 140] требуют наличия в 

лаборатории импортного оборудования, дорогостоящих колонок. Кроме этого, 

следует отметить, условия анализа сильно различаются, что затрудняет 

адаптацию их к другим объектам, содержащим абакавир. Ошибка предложенных 

методик колеблется от 1,3 до 8,1%. 

 

1.1 Анализ ламивудина в субстанции, лекарственных формах и 

биологических жидкостях 

Ламивудин был изобретен доктором Бернардом Белло во время работы в 

Университете Макгилла и доктором Полом Нгуен-Ба в лабораториях IAF 

BioChem International, Inc в Монреале в 1988 году. Препарат является пятым по 
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счету антиретровирусным препаратом на рынке, и последним нуклеозидным 

ингибитором обратной транскриптазы. 

Доктор Юнг-Чи Ченг из Йельского университета в сотрудничестве с Р.Ф. 

Шинази и Д.Ц. Лиоттом впервые сообщил об активности ламивудина против 

вируса гепатита B в культуре клеток. Это привело к возникновению первого 

перорального противовирусного средства для лечения гепатита [9; 76; 89]. 

Фармакодинамика 

Ламивудин обладает расширенной противовирусной активностью. В 

цитоплазме клеток, пораженных вирусом, он фосфорилируется и, конкурируя с 

клеточными нуклеотидами, связывается с обратной транскриптазой. Кроме того, 

он встраивается в растущую цепь ДНК, но поскольку у него отсутствует 

гидроксильная группа в 3'-положении рибозного кольца, рост цепи ДНК 

прекращается, репликация останавливается [9; 76; 89]. 

Фармакокинетика 

Быстро абсорбируется из ЖКТ. Биодоступность составляет 80-88%. 

Максимальная концентрация в плазме крови достигается через 1 ч после приема. 

Ламивудин проникает через гематоэнцефалический барьер, плацентарный 

барьер.  Выводится преимущественно почками (более 70%) в неизменном виде 

путем активной канальцевой секреции, а также посредством метаболизма в 

печени (менее 10%) [9; 76; 89]. 

Нежелательные реакции  

Гепатотоксичность, периферическая нейропатия, митохондриальная 

токсичность, гематотоксичность, реакции гиперчувствительности [5; 56; 77; 96]. 

Постнов В.А. с соавторами в работе [66] предложили использовать новый 

подход к синтезу ламивудина. В процессе синтеза использовался биокатализ, 

позволяющий реализовать процесс синтеза исследуемого вещества в 

промышленных масштабах. Были подобраны условия синтеза целевого 

диастереомера, отвечающие современным требованиям производства и 

позволяющие получить продукт фармакопейного уровня чистоты. 
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Важной характеристикой лекарственных препаратов является их 

доброкачественность и количественная оценка действующего вещества. 

Разработана аналитическая методика определения примеси диастереомера 

ламивудина в субстанции ламивудина методом ВЭЖХ [73]. Условия 

предложены для хроматографа жидкостного Shimadzu LC-2010–20A. При 

разработке методики использовали различные колонки Phenomenex Lux 5u 

Cellulose-1 (250x4,6 мм), Phenomenex Lux 5u Cellulose-2 (250 x 4,6 мм), 

Phenomenex Lux 5u Cellulose-3 (250 x 4,6 мм), Phenomenex Lux 5u Cellulose-4 (250 

x 4,6 мм), Phenomenex Lux 5u Amylose-2 (250 x 4,6 мм), Kromasil 3-CelluCoat (150 

х 4,6 мм), LiChroCART 250-4 ChiraDex от Merck Millipor  и  меняли соотношения 

компонентов  подвижной фазы 0.1 М раствор аммония ацетата − метанол. 

Оптимальной для разделения ламивудина и его диастереомера оказалась колонка 

LiChroCART 250-4 ChiraDex от Merck Millipor, подвижная фаза раствор аммония 

ацетата − метанол в соотношении 96:4. Относительная ошибка методики не 

превышает 1,5%. 

В работе [108] представлена разработка условий определения теста 

«Растворение» для таблеток ламивудина на базе пяти различных лабораторий 

изготовителей. Были проанализированы среда растворения (вода и HCL, рН 1,2), 

аппарат (весла и корзины) и время (30 и 60 мин). Определение ламивудина в 

среде растворения проводили СФ методом при длине волны при 270 нм. Этот 

метод применяли для образцов одиннадцати партий таблеток. Было установлено, 

что оптимальными условиями являются: растворитель HCL, время растворения 

30 минут. 

Авторами работы [110] разработан спектрофотометрический метод для 

одновременного определения ламивудина и силимарина в таблетированной 

лекарственной форме при длинах волн 270,9 и 326,4 нм соответственно. В 

качестве растворителя предложено использовать метанол и фосфатный 

буферный раствор (рН 7,4). Методика отличается быстротой, точностью, 

воспроизводимостью, но основана на использовании калибровочного графика. 

Ошибка определения составила 3,07%. 
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В таблице 3 представлены условия анализа ламивудина в субстанции, 

лекарственной форме и биологических объектах методом обращенно-фазовой 

ВЭЖХ. 

Из таблицы 3 видно, что авторы предлагают использовать импортное 

оборудование, стандартные образцы производства USP, а также различные 

хроматографические колонки и условия элюирования. Время анализа достигает 

40 минут, а относительная ошибка определения находится в интервале 1,1 − 

10,3%. 

Таблица 3 − использование метода ВЭЖХ в анализе ламивудина 

Объект анализа Вариант 

ВЭЖХ 

Приб

ор 

Колонка Условия 

хроматографирования 

Ошибка 

Ламивудин в 

субстанции НД 

[62] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Luna C18 

(250×4,6 

мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: 0,025М раствор 

ацетат аммония−метанол 

(95:5) 

УФ-детектор − 277 нм, 

Время анализа − 35 мин 

РСО − ламивудин USP 

1,1% 

Ламивудин в 

таблетированн

ой 

лекарственной 

форме НД 

[3;38] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Hypersil 

BDC-C18 

(250×4,6 

мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: 0,025М раствор 

ацетат аммония−метанол 

(95:5) 

УФ-детектор − 277 нм, 

Время анализа − 35 мин 

РСО − ламивудин USP 

2,6% 

Ламивудин в 

плазме крови 

[149] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Spherisorb 

Phenyl 

(150×2 мм), 

5 мкм 

 Изократическое 

элюирование 

ПФ: метанол – 50 мМ 

калия дигидрофосфат (4:6) 

УФ-детектор − 270 нм 

Время анализа − 40 мин 

 Внутренний стандарт − 3-

зобутилметилксантин 

6% 

 

Ламивудин в 

плазме крови 

[129] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Luna C18 

(250×4,6 

мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: Дигидрофосфат 

калия-ацетонитрил (85:5) 

УФ-детектор − 270 нм 

Время анализа − 44 мин 

 Внутренний стандарт − 

субстанция ламивудина  

3,5-

10% 
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Продолжение таблицы 3 

1 2 3 4 5 6 

Ламивудин в 

плазме крови 

[97] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Chromolith 

RP-18e 

(100×2 мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование  

ПФ: 50 мМ  калия 

дигидрофосфат-

триэтиламин (996: 4)  

рН 3,2  

Температура колонки − 20 

° C 

УФ-детектор − 278 нм 

Время анализа − 40 мин 

Внутренний стандарт − 

ацикловир 

7% 

Ламивудин в 

плазме крови 

кроликов [139] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Hypersil 

BDC-C18 

(250×4,6 

мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: 0,25% триэтиламин 

(рН 3,0)−ацетонитрил 

(70:30) 

УФ-детектор − 256 нм, 

Время анализа − 15 мин 

Внутренний стандарт − 

нелфинавир 

10,3% 

Ламивудин в 

плазме крови, 

амниотической 

жидкости 

 и ткани 

плаценты крыс 

[98] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Spherisorb 

Phenyl 

(150×2 мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: 5% метанол −20 мМ 

фосфатный буфер (рН 6,0) 

УФ-детектор − 265 нм 

Время анализа − 25 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция ламивудина 

9,6% 

 

Метод капиллярного электрофореза предложен для количественного 

определения ламивудина, диданозина и саквинавира в плазме крови [112]. 

Образцы сыворотки крови очищали с использованием твердофазной экстракции. 

Было исследовано влияние различных факторов на разделение исследуемых 

веществ, таких как тип буферного раствора, его концентрация и pH. Проводили 

УФ-детектирование при длине волны 210 нм. В качестве внутреннего стандарта 

был выбран дилтиазем. Метод линеен в диапазоне концентраций 0,4-37,8 мкг/мл 

для ламивудина, 1,4-34 мкг/мл для диданозина и 0,5-24,4 мкг/мл для 

саквинавира. Относительная ошибка определения не превысила 13,7%. 
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Разработанную методику рекомендовано использовать для исследования 

фармакокинетических свойств ламивудина, диданозина и саквинавира.  

В анализе ламивудина авторы предлагают использовать методы, которые 

требуют совершенствования, так как они предполагают использование 

дорогостоящего импортного оборудования, условия анализа не унифицированы 

для субстанций и лекарственных форм. Ошибка метода превышает допустимую 

ГФ [34]. 

1.3 Анализ зидовудина в субстанции, лекарственных формах и 

биологических жидкостях 

Зидовудин был синтезирован в 1964 году как возможный кандидат для 

лечения рака, но не продемонстрировал эффективности и на долгие годы занял 

свое место на полке неперспективных препаратов. 

В сентябре 1986 года был отмечен существенный прогресс в разработке 

лекарственных препаратов для лечения СПИДа, когда первые результаты 

клинических тестов показали, что препарат под названием азидотимидин или 

зидовудин замедлил агрессивное воздействие ВИЧ на иммунитет. В марте 

Управление по контролю за пищевыми продуктами и лекарственными 

средствами США (Food and Drug Administration - FDA) одобрило зидовудин в 

качестве первого препарата для лечения СПИДа [102]. 

Фармакодинамика  

Противовирусный препарат с высокой активностью против ретровирусов, 

в том числе и вируса иммунодефицита человека (ВИЧ), является аналогом 

тимидина и относится к группе нуклеозидных ингибиторов обратной 

транскриптазы. Избирательно ингибирует репликацию вирусной ДНК за счет 

конкурентного ингибирования обратной транскриптазы. Зидовудин трифосфат 

имеет структурное сходство с тимидин трифосфатом, в силу сходства 

конкурирует с ним за встраивание в растущие цепи вирусной РНК-зависимой 

ДНК-полимеразы (обратная транскриптаза), подавляя тем самым репликацию 

ретровирусной ДНК. Попадая в клетку, при участии соответственно клеточных 

тимидинкиназы, тимидилаткиназы и неспецифической киназы фосфорилируется 
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с образованием моно-, ди- и трифосфатного соединения. Зидовудин трифосфат 

является ингибитором, а также субстратом для действия обратной 

транскриптазы вируса; опосредует образование вирусной ДНК на матрице 

вирусной РНК [95]. 

Увеличивает количество CD4+ клеток (показателей иммунного статуса), 

повышает способность организма к сопротивляемости инфекции. 

Фармакокинетика 

Фармакокинетика при приеме внутрь дозонезависима в диапазоне доз от 2 

мг/кг каждые 8 ч до 10 мг/кг каждые 4 ч. 

Абсорбция - быстрая, прием пищи не влияет на фармакокинетику 

зидовудина. Биодоступность 60-70%. Время достижения максимальной 

концентрации – 0,5-1,5 ч. Связь с белками плазмы незначительная - менее 38%. 

Метаболизируется в печени. Основной метаболит - зидовудина 

глюкуронид. После приема внутрь в моче обнаруживается около 14% 

зидовудина и около 74% его метаболита [56; 77].  

Нежелательные реакции  

Гепатотоксичность, периферическая нейропатия, митохондриальная 

токсичность, гематотоксичность, реакции гиперчувствительности [5; 56; 77; 96]. 

 Осуществлен синтез новых 5'-фосфонатов З'-азидо-З'-дезокситимидина, 

которые показали низкую токсичность в сочетании с выраженной анти-ВИЧ-

активностью при испытании в культуре клеток МТ-4, инфицированных ВИЧ-1 

[65]. 

Авторами работы [58] был осуществлен синтез модифицированных 

ацеталей рацемических углеводов на основе галогенсодержащих тетроз. Были 

получены производные D, L-тетроз, имеющие в своем составе гетероциклы с 

атомами азота. При этом, гетероциклический фрагмент был либо введен в 

молекулу моносахарида, либо сформирован, с использованием уже имеющегося 

реакционного центра. Полученные продукты идентифицировали методами ТСХ, 

ИК-спектроскопии и элементного анализа. 
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Рассмотрены методы синтеза зидовудина и других, обладающих анти-

ВИЧ-активностью сложноэфирных производных аналогов нуклеозидов с 

различными алифатическими, ароматическими и гетероароматическими 

кислотами и способы получения на их основе систем молекулярного транспорта, 

включающих липиды, углеводы, аминокислоты и пептиды. Приведены 

характеристики биологической активности для ряда таких систем [7; 82]. 

Araújo A. A. с соавторами [145] проводили термическое разложение 

зидовудина с целью определения продуктов его деструкции для установления 

возможности комбинирования его с другими лекарственными средствами. Для 

идентификации твердых продуктов разложения зидовудина использовали 

дифференциальную сканирующую колориметрию, термогравиметрию, 

инфракрасную спектроскопию и рентгеновскую порошковую дифракцию, а 

определение летучих продуктов проводили методом газовой хроматографии с 

масс-детектором. 

В таблице 4 представлены условия анализа зидовудина в субстанции, 

лекарственной форме и биологических объектах методом обращенно-фазовой 

ВЭЖХ. 

Таблица 4 − Использование ВЭЖХ в анализе зидовудина 

Объект 

анализа 

Вариант 

ВЭЖХ 

При

бор 
Колонка Условия  Ошибка 

Зидовудин в 

субстанции 

НД [41] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Hypersil C18 

(10×4,0 мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: метанол-вода (8:2) 

УФ-детектор − 265 нм, 

Время анализа − 35 мин 

РСО − зидовудин USP 

1,3% 

Зидовудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме НД 

[2; 14] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Kromasil C18 

(150×4,6 мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: натрия ацетат-

натрия 1-

октансульфонат-вода 

(3,0:1,3:900) 

УФ-детектор − 265 нм, 

Время анализа − 20 мин 

РСО − зидовудин USP 

2,2% 
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Продолжение таблицы 4 

1 2 3 4 5 6 

Зидовудин в 

субстанции и 

ЛФ 

[143] 

Обращенно- 

фазовая 

USP LiChrospher 

100 RP-18 

(125×4,0 мм), 5 

мкм 

 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: ацетонитрил-вода 

(25:75) 

УФ-детектор − 265 нм 

Время анализа − 30 мин 

РСО − зидовудин USP 

0,79% 

 

Зидовудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме с 

пролонгиров

анным 

высвобожден

ием [109] 

Обращенно- 

фазовая 

USP RP-18 XTerra 

(250×4,6 мм), 5 

мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: вода-метанол 

(80:20) 

УФ-детектор − 266 нм 

Время анализа − 45мин 

Внутренний стандарт – 

субстанция зидовудина 

10% 

Зидовудин и 

его 

метаболит 5‵-

о-

глюкуронид 

в плазме 

крови [114] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Silica Gel C18 

(250×4,6 мм), 5 

мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: 15% ацетонитрил 

рН 2,70 

фосфатный буфер 

УФ-детектор − 266 нм 

Время анализа − 34 мин 

Внутренний стандарт - 

стереоизомер 

зидовудина 

10% 

Зидовудин в 

плазме крови 

[135] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Zorbax SB-C18, 

(250 × 4,6 мм),  

5 мкм 

 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: дигидрофосфат 

калия -ацетонитрил 

(83:17) 

 УФ-детектор − 265 нм 

Время анализа − 25 мин 

РСО − зидовудин USP 

15% 

Зидовудин в 

плазме крови 

[138] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Luna C18 

(250 × 4,6 мм) 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: вода-ацетонитрил 

(73:27), фосфатный 

буфер рН 3,0 

 УФ-детектор − 246 нм 

Время анализа − 10,2 

мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция зидовудина 

9,8% 
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Продолжение таблицы 4 

1 2 3 4 5 6 

Зидовудин в 

плазме крови 

[119] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Partisil 5 ODS-

3 

(200 ×4,0 мм),   

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: ацетонитрил- 

фосфатный буфер 

(13:87) рН 6,2 

 УФ-детектор − 267 нм 

Время анализа − 15 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция зидовудина 

12% 

Зидовудин в 

плазме крови 

[120] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Kromasil С18  

(250 ×4,6 мм),   

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: метанол-вода 65:35, 

содержащая 0,2% 

муравьиную кислоту 

Детектор – масс-

спектрометрический 

Время анализа − 23 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция зидовудина 

15% 

Зидовудин в 

плазме крови 

крыс 

[132] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Zorbax C18,  

(250 × 4,6 мм),  

5 мкм 

 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: метанол-

ацетонитрил (75:15) 

Детектор – масс-

спектрометрический 

Время анализа − 15 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция зидовудина 

8% 

 

Анализ условий хроматографирования зидовудина методом ВЭЖХ, 

представленный в таблице 4, показал, что используется обращенно-фазовый 

вариант хроматографирования на импортном, дорогостоящем оборудовании.  

Применяются колонки с силикагелем С18, а тип элюирования изократический. 

Время анализа колеблется от 10 до 45 минут. Относительная ошибка анализа 

находится в пределах от 0,79 и до 15% в зависимости от объекта анализа. 

Предложенные методики используются для фармакокинетических исследований 

и сочетаются с твердофазной экстракцией для очистки и подготовки 

анализируемого образца. 

В [127] исследовании описываются ИК- и УФ спектроскопические методы 

для количественного определения зидовудина в твердой дозированной 
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лекарственной форме. Для ИК-спектроскопического метода, в качестве 

внутреннего стандарта используется урсодезоксихолевая кислота. Для 

зидовудина и урсодезоксихолиевой кислоты были выбраны специфические 

полосы поглощения при 2105 и 2931 см-1 соответственно.  Рассчитано уравнение 

линейности y = 1,088x + 1,194 с коэффициентом корреляции 0,9819, точность 

анализа составила 99,8%, а относительное стандартное отклонение 2,18%. В УФ 

спектроскопическом методе количественного определения зидовудина в 

качестве аналитической была выбрана длина волны с максимумом поглощения 

266 нм. Также было рассчитано уравнение регрессии y = 0,0434x + 0,027 и 

коэффициент корреляции составил 0,9989. Точность этого метода составила 

99,81% с с относительным стандартным отклонение равным 0,27%. 

Для определения зидовудина в лекарственных препаратах была 

разработана методика с использованием вольтамперометрии [121]. 

Электродвижущая сила зидовудина на ртутно-капельном электроде составляет -

0,96 В при рН 8,0. Условия анализа: скорость сканирования 20 мВ/с, амплитуда 

50 мВ, рН 8,0 создаваемое фосфатным буфером. В этих оптимизированных 

условиях пик тока зидовудина изменялся линейно с концентрацией от 0,25 до 

1,25 мг/л. Относительная погрешности анализа равна 0,95%. 

1.4 Анализ комбинаций лекарственных средств, содержащих абакавир, 

ламивудин и зидовудин в лекарственных формах и биологических 

жидкостях. 

Антиретровирусная терапия предполагает комбинацию лекарственных 

препаратов как действующих на ВИЧ, так и препаратов из других 

фармакологический групп, которые используются для лечения 

оппортунистических заболеваний. Поэтому очень часто возникает 

необходимость определять их при совместном присутствии. 

В обзоре [50] рассмотрены производные пиримидина, такие как ставудин, 

ламивудин, зальцитабин, зидовудин, идоксуридин, трифлуридин, цидофовир, 

которые широко используются при лечении вирусных и онкологических 
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заболеваний. Среди хроматографических способов анализа используют 

обращенно-фазовую высокоэффективную жидкостную хроматографию. 

Хроматографическое разделение проводится с использованием колонок длиной 

7 - 30 см, заполненных C8 или C18 силикагелем, в основном при комнатной 

температуре и при скорости потока подвижной фазы 1 - 1,5 мл/мин. 

Хроматографические методики описаны для изократических и градиентных 

систем, с использованием различных подвижных фаз. Детектирование проводят 

путем измерения оптической плотности и флуоресценции. Также используются 

масс-спектрометрические детекторы. В обзоре описаны методы экстракции 

препаратов, производных пиримидина, из различных биологических объектов, а 

также приведены их пределы определения. 

В таблице 5 представлены условия хроматографирования 

комбинированных сочетаний ламивудина, зидовудина, абакавира, а также 

других лекарственных препаратов методом ВЭЖХ. 

Таблица 5 − Использование ВЭЖХ в анализе комбинированнных 

сочетаний антиретровирусных лекарственных средств 

Объект анализа Вариант 

ВЭЖХ 

Прибор Колонка Условия 

хроматографирования 

Ошибка 

Абакавир, 

ламивудин, 

зидовудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме [117] 

Обращенно- 

фазовая 

USP HiQ Sil C18 

(250×4,6 

мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: 0,01М раствор 

калия дигидро-

ортофосфат−метанол 

(55:45), рН 3,0 

0,8 мл/мин 

УФ-детектор − 272 нм, 

Время анализа − 30 мин 

Внутренний стандарт 

−ставудин. 

2,6% 

Абакавир, 

ламивудин, 

зидовудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме [100] 

 

 

 

Обращенно- 

фазовая 

USP Luna C18 

(250×4,6 

мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: 

ацетонитрил−метанол− 

0,05М дигидрофосфат 

аммония (70:20:10) 

1,2 мл/мин 

УФ-детектор − 266 нм, 

Время анализа − 35 мин 

РСО − ламивудин USP 

2,9% 
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Продолжение таблицы 5 

1 2 3 4 5 6 

Абакавир, 

ламивудин, 

зидовудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме [101] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Luna C18 

(250×4,6 мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: вода-метанол 

(60:40) 

рН 3,2 

УФ-детектор − 270 нм 

Время анализа − 25 мин 

 Внутренний стандарт − 

субстанция ставудина 

1,6% 

Абакавир, 

ламивудин, 

зидовудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме [131] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Hypersil C18 

(250×4,6 мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: вода-метанол 

(70:30), 0,1% калия 

дигидрофосфат, рН 3,2 

УФ-детектор − 270 нм, 

Время анализа − 45 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанции абакавира, 

ламивудина, 

зидовудина, ставудина 

1,8% 

Абакавир, 

ламивудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме [99] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Inertsil ODS 

(150×4,6 мм), 

5 мкм 

 Изократическое 

элюирование 

ПФ: фосфатный буфер 

(рН4,0) – ацетонитрил 

(56:20) 

1,0 мл/мин 

УФ-детектор − 254 нм 

Время анализа − 20 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанции абакавира, 

ламивудина 

3,1% 

 

Абакавир, 

ламивудин, 

зидовудин в 

таблетирован

ной 

лекарственно

й форме, 

плазме крови, 

тест 

«Растворение

» [106] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Zorbax C18 

(150×4,6 мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование  

ПФ: метанол-вода-

фосфатный буфер 

(80:10:10)  

0,6 мл/мин 

рН 5,65  

УФ-детектор − 275 нм 

Время анализа − 7 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанции абакавира, 

ламивудина, 

зидовудина 

5,4% 
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Продолжение таблицы 5 

1 2 3 4 5 6 

Ламивудин, 

диданозин, 

ставудин, 

зидовудин и 

абакавир в 

плазме крови 

 [148] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Symmetry 

Shield RP 18 

(150×4,6 мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: метанол 

−ацетонитрил (45:35) 

УФ-детектор − 260 нм, 

Время анализа − 45 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанции 

ламивудина, 

диданозина, ставудина, 

зидовудина и абакавира 

8,1% 

Зидовудин, 

абакавир, 

эмтрицитабин

, ламивудин, 

тенофовир и 

рибавирин в 

плазме крови 

[105] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Synergy Polar 

С18 (150×2,0 

мм), 

4 мкм 

Градиентное 

элюирование 

ПФ: А − 0,1% 

муравьиная кислота-

вода 

Б − 0,1% муравьиная 

кислота-метанол 

Детектор − тройной 

квадрупольный масс-

спектрометр 

Время анализа − 25 мин 

Внутренний стандарт − 

изотопически 

маркированные 

зидовудин, ламивудин, 

тенофовир и рибавирин 

14,2% 

Абакавир, 

диданозин, 

эмтрицитабин

, ламивудин, 

ставудин, 

залцитабин и 

зидовудин 

[135I] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Symmetry С18 

(250×4,6 мм), 

 5 мкм 

Градиентное 

элюирование 

ПФ: 0,01М калия 

дигидрофосфат-

ацетонитрил (45:50),  

УФ-детектор − 240 и 

260 нм, 

Время анализа − 35 мин 

Внутренний стандарт − 

субстанции 

исследуемых веществ 

10,5% 
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Продолжение таблицы 5 

1 2 3 4 5 6 

Ламивудин, 

зидовудин и 

невирапин в 

плазме крови 

[137] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Hypurity 

Advance C18 

(250×4,6 мм), 

 5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: ацетонитрил-0,1% 

муравьиная кислота 

(76:24) рН 3,2 

Детектор − масс-

спектрометр 

Время анализа − 3,5 

мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция абакавира 

7,6% 

Ламивудин, 

зидовудин в 

плазме крови 

[136] 

Обращенно- 

фазовая 

USP Shimadzu SIL-

HTc С18  

(50× 4,6 мм), 

5 мкм 

Изократическое 

элюирование 

ПФ: ацетонитрил-

метанол-муравьиная 

кислота (10:25:65)  

Детектор − масс-

спектрометр 

Время анализа − 3,5 

мин 

Внутренний стандарт − 

субстанция абакавира 

5,6% 

 

Анализ условий хроматографирования комбинированных сочетаний 

антиретровирусных лекарственных средств методом ВЭЖХ, представленный в 

таблице 5, показал, что авторы предлагают обращенно-фазовый вариант 

хроматографирования на импортном, дорогостоящем оборудовании.  

Применяются различные хроматографические колонки, тип элюирования 

изократический и градиентный. Время анализа колеблется от 3,5 до 45 минут. 

Относительная ошибка анализа находится в пределах от 1,6 и до 14,2% в 

зависимости от объекта анализа. 

Для одновременного определения ламивудина, невирапина и зидовудина в 

субстанции и в таблетированной лекарственной форме разработан УФ 

спектрофотометрический метод [126]. Исходные растворы готовят в 0,5М 

хлористоводородной кислоте. Максимумы поглощения для ламивудина, 

невирапина и зидовудина составляют 280,2 нм, 312 нм и 266,8 нм 

соответственно. Настоящее исследование позволяет определять все три 
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препарата в комбинированной лекарственной форме без их предварительного 

разделения. Ошибка метода не превышает 3,6%. 

Была проведена количественная оценка ламивудина и зидовудина в 

таблетированной лекарственной форме методом ВЭТСХ при их совместном 

присутствии [147]. Подвижная фаза состоит из толуола-этилацетата-метанола 

(4:4:2). Предварительно исследуемые вещества разделяют на пластинке, 

покрытой силикагелем для ТСХ. Количественное определение проводят 

методом денситометрического поглощения при длине волны 276 нм. Значения 

Rf составляют 0,41±0,03 и 0,60±0,04 для ламивудина и зидовудина 

соответственно. Было установлено, что линейность метода находится в 

диапазоне концентраций 50-250 нг/пятно для ламивудина, а для зидовудина - 

100-500 нг/пятно. Нижние пределы обнаружения и количественного 

определения составляли 2,23 нг/пятно и 7,90 нг/пятно для ламивудина и 2,90 

нг/пятно и 8,85 нг/пятно для зидовудина. Метод также был проверен на точность, 

специфичность и воспроизводимость. Относительная ошибка анализа составила 

8,3%. 

Devmurari V.P. [107] предложил методику дифференциальной СФ для 

одновременного определения ламивудина и абакавира при длинах волн 280   и 

297 нм. Точность и воспроизводимость предложенного метода были 

статистически подтверждены. Метод признан быстрым, точным и может быть 

использован в лаборатории для рутинного анализа исследуемых лекарственных 

средств. Авторы отмечают, что ошибка определения находится в пределах 0,22-

0,57%. 

В работе [124] авторы представили возможность использования трех 

методов для одновременного определения ламивудина и зидовудина в плазме 

крови. Первый метод основан на компенсации производного 

спектрофотометрического определения бинарных смесей с перекрывающимися 

спектрами. Используя отношения максимумов или минимума производной, 

авторы предлагают получить точную компенсацию любого компонента в 

бинарной смеси и человеческой сыворотке с последующим ее определением. 
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Ошибка метода составила 1,4%. Второй метод - дифференциальная СФ, 

основанная на измерении разности оптических плотностей растворов 

ламивудина и зидовудина, полученных путем растворения растертых таблеток в 

0,1 М растворе натрия гидроксида и в метиловом спирте на длинах волн 246   и 

263 нм соответственно.  Ошибка метода 1,5%. Третий способ − ВЭЖХ на 

колонке Supelcocil C18 с обращенной фазой. В качестве подвижной фазы 

использовали 0,01М раствор натрия дигидрофосфата − метанол − ацетонитрил 

(4:2:3). УФ-детектирование проводилось при длине волны 285 нм. 

Относительное стандартное отклонение не превысило 2,1%.  

В работе [135] предложен метод мицеллярной электрокинетической 

капиллярной хроматографии для одновременного обнаружения и 

количественного определения зидовудина, ставудина, ламивудина и невирапина 

в плазме крови. Антиретровирусные препараты экстрагировали путем 

твердофазной экстракции. Использовался буфер, состоящий из 5 мМ тетрабората 

натрия при рН 9,8, содержащий 50 мМ натрия додецилсульфата, 30% метанола 

и 5% этанола. Предел количественной оценки для зидовудина, ставудина, 

ламивудина и невирапина составлял 0,037, 0,051, 0,029 и 0,028 мг/л 

соответственно. Этот экономически эффективный метод может представлять 

интерес для стран с ограниченными ресурсами не только для соблюдения 

терапевтического мониторинга, но также для стационарных 

фармакокинетических исследований. 

 

*** 

Государственная программа Российской Федерации «Развитие 

фармацевтической и медицинской промышленности на 2013-2020 года отмечает 

необходимость выпуска инновационных лекарственных средств, особенно из 

перечня жизненно необходимых и важнейших лекарственных препаратов 

(ЖНВЛП). К 2020 году доля российских лекарственных средств по перечню 

ЖНВЛП на рынке должна составить 90 %. В перечень ЖНВЛП входят 
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антиретровирусные лекарственные средства абакавир, ламивудин, зидовудин. 

Выполняя план импортозамещения в фармацевтической отрасли, отечественные 

предприятия наладили выпуск данных препаратов. В связи с этим возникла 

необходимость разработки отечественных нормативных документов на 

препараты данной группы [33; 55; 64; 80; 85;]. 

Критический анализ литературных данных показал, что основным 

методом количественного определения изучаемых ЛС в субстанциях, ЛФ и 

биологических жидкостях является метод ВЭЖХ. Однако следует отметить, что 

все методики, предложенные соответствующими нормативными документами, а 

также авторами многочисленных публикаций предполагают использование 

импортных хроматографов, дорогостоящих и малодоступных для многих 

лабораторий стандартных образцов производства USP, кроме того, все 

существующие методики характеризуются разными условиями 

хроматографирования. 

Разработка унифицированных методик количественного определения 

изучаемых лекарственных средств в субстанциях, ЛФ и биологических объектах 

СФ методом с использованием оптических образцов сравнения, а также методом 

ВЭЖХ на микроколоночном хроматографе отечественного производства 

позволит улучшить воспроизводимость анализа, а также уменьшить 

трудоемкость, затраты и ошибку анализа. Это позволит включить эти методики 

в отечественные нормативные документы на абакавир, ламивудин и зидовудин.  

Отсутствие литературных данных по химико-токсикологическому анализу 

абакавира, ламивудина и зидовудина диктует необходимость разработки 

методик экстракции, а также разделения абакавира, ламивудина и зидовудина в 

сочетании с другими лекарственными средствами в вещественных 

доказательствах и биологических объектах методами экстракции, тонкослойной 

хроматографии, высокоэффективной жидкостной хроматографии и СФ. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

ГЛАВА 2.  МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1 Объекты и методы исследования 

При разработке условий количественного определения лекарственных 

веществ были применены следующие препараты, которые соответствовали  НД 

[1; 41; 62;]: абакавира (серии: ABSA15208, ABSA15209, ABSA15210, ОАО 

«Фармасинтез», Россия), ламивудина (серии: DBH010-4-B15B-160320B, 

DBH010-4-B15B-160405B, DBH010-4-B15B-160515B; ОАО «Фармасинтез», 

Россия), зидовудина (серии: DBH0006-4-B16A-160129B, DBH0006-4-B16A-

150919B, DBH0006-4-B16A-150619B; ОАО «Фармасинтез», Россия); 

лекарственные формы: таблетки «Олитид»  с содержанием абакавира 0,30 г и 

0,06 г (серии: 1411116, 1010815, 14111117; АО «Фармасинтез», Россия), таблетки 

«Амивирен» с содержанием ламивудина 0,15 г (серии: 3821016, 3681016, 

3611016; АО «Фармасинтез», Россия), таблетки «Азимитем» с содержанием 

зидовудина 0,30 г (серии: 711016, 701016 691016; «Фармасинтез», Россия), 

таблетки мебикара по 0,5 г (серия 781017; АО «Олайнфарм», Латвия), клозапина 

по 0,025 г (серия 20214; ОАО «Органика», Россия), таблетки амитриптилина по 

0,025 г (серия 57620; «Никомед», Дания),  таблетки метамизола натрия по 0,5 г 

(серия 110116; ОАО «Марбиофарм», Россия), таблетки галоперидола по 0,005 г 

(серия 5К70146; Сан Фармасьютикал Индастриз Лимитед, Индия), таблетки 

имипразина по 0,025 г (серия 234А2415; ОАО «Эгис», Венгрия),  таблетки 

перициазина по 0,01 г (серия 7242013; САНОФИ - АВЕНТИС, Франция), 

таблетки фенобарбитала по 0,05 г (100815), капсулы флуоксетина по 0,020 г 

(серия 050715; «Канонфарма продакшн», Россия;), таблетки хлорпротиксена по 

0,015 г (серия 3570314; «Зентива», Чехия). 

В работе были применены широко используемые методы анализа: 

спектроскопия в УФ области, ЖЖЭ, электрохимические (рН - метрия), 

титриметрические, хроматографические (ТСХ и ВЭЖХ) и статистические. 

Расчет статистической достоверности получаемых результатов проводился с 
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использованием критериев Стьюдента и Фишера. Полученные значения 

сопоставлялись с граничным. Эмпирическое значение критерия равняется 

критическому значению р=0,05. «Microsoft Excel for Windows 10» использовали 

для анализа экспериментальных данных [70]. 

Спектры поглощения фиксировали на спектрофотометрах СФ-56, СФ-2000 

(РФ). Были использованы кварцевые кюветы с толщиной рабочего слоя 1 см, 

сравнивая с растворителем, используемым для растворения определяемых 

веществ. Значения рН полученных растворов определяли универсальными 

иономерами ЭВ – 74 и ИТ- 1101. 

Методом ТСХ на пластинках «Армсорб» и «Сорбфил» определяли 

используемые лекарственные средства фиксируя их с помощью УФ-осветителя 

(длина волны 254 нм), а затем обрабатывая раствором Драгендорфа или парами 

йода.  

Дополнительно к ТСХ применяли высокоэффективную жидкостную 

хроматографию на приборе «Милихром А-02» (ЗАО «ЭкоНова», Новосибирск, 

РФ).  

Проведенные исследования позволили рекомендовать следующие 

оснащение и условия: стальная колонка (75х2 мм), заполненная обращено-

фазовым сорбентом ProntoSIL-120-5-C18 AQ с размером частиц 5 мкм. 

Эффективность колонки - 3900 т.т. Температура 40°С. В процессе пробы к 

анализу можно рекомендовать использовать: рН метр «Анион 4100» (РФ), 

центрифугу «Eppendorf» (Германия), ультразвуковую баню RК 100 «Bandelin 

electronic» (Германия). Для перемешивания жидкостей использовали прибор 

Шейкер S-3,08L (фирма ELMI). 

Образцы сравнения 

При разработке условий количественного определения лекарственных 

были применены субстанции лекарственных как РСО. Содержание 

интересующих веществ находилось на границе 99,9 %. В качестве оптических 

образцов сравнения предлагали использовать: калия бихромат (ЧДА, серия 
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052014, «Союзхимпром»), калия гексацианоферрат (ЧДА, серия 0315, ОАО 

«ЛабТехКомплект»), бензойная кислота (ЧДА, серия 0215, «ЛабТехКомплект»), 

сульфосалициловая кислота (ЧДА, серия 0516 «ЛабТехКомплект»), 4,4‵- 

диоксифталофенон (ЧДА, серия 0915 «ЛабТехКомплект»), отвечающие 

требованиям ГОСТа или ТУ. В таблице 6 представлены свойства указанных 

образцов сравнения. 

Таблица 6 – Свойства оптических образцов сравнения 

Вещество ГОСТ/ТУ Описание Свойства 

Кислота бензойная 

 

 ГОСТ 

10521-78 

Белые кристаллы Плохо растворима в воде, 

хорошо — в этаноле, 

трихлорметане и диэтиловом 

эфире 

Калия бихромат 

K2Cr2O7 

ГОСТ 

4220-75 

Оранжевые 

кристаллы 

Растворим в воде, незначительно 

растворим в этаноле. 

Кислота 

сульфосалициловая 

 

ГОСТ 

4478-78 

 

Белый 

кристаллический 

порошок или 

бесцветные 

кристаллы без 

запаха.  

Легкорастворима в воде и в 

этиловом спирте, нерастворима в 

бензоле и трихлорметане. 

Калия 

гексацианоферрат 

K3[Fe(CN)6], 

ГОСТ 

4207-75 

 

Тёмно-красные 

кристаллы с 

моноклинной 

решеткой  

Легко растворим в воде 

4,4 ‵- 

диоксифталофенон 

 

ГОСТ 

5850-72 

 

Бесцветные 

кристаллы. 

Плохо растворим в воде, но 

хорошо — в спирте и 

диэтиловом эфире 

Используемые реактивы 

В качестве растворителей применяли воду очищенную (ФС 2.2.0020.15), 

отвечающую требованиям ГФ, 0,1 М раствор HCL (ГОСТ 3118-77) «х.ч.», 0,1 М 

раствор натрия гидроксида (ГОСТ 4398-86) «х.ч.», спирт метиловый (ГОСТ 

6995-77) «х.ч.», спирт этиловый 95% (ГОСТ 5962-67) «ч.д.а.», аммиака раствор 
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концентрированный 25% (ГОСТ 3760-79) «ч.д.а.», ацетон ТУ 6-09-3513-86 

«о.с.ч», бензол ГОСТ 5955-75 «х.ч.», толуол  ГОСТ5789-78 «х.ч.», метилен 

хлористый (дихлорметан) ГОСТ 9968-86 «х.ч.», трихлорметан ТУ 6-09-4263-76 

«х.ч.», этилацетат ГОСТ 223000-76 «х.ч.», петролейный эфир ТУ 6-02-1244-83 

«х.ч.», реактив Драгендорфа. Для приготовления элюентов и растворения 

образцов использованы: ацетонитрил ТУ 2634-002-80529938-2015 «о.с.ч.» для 

ВЭЖХ (сорт 0) ("Криохром", Санкт-Петербург) и хлорная кислота квалификации 

не ниже «х.ч». 

Растворители, реактивы, образцы сравнения контролировали на 

соответствия ГОСТа и дополнительно очищали. 

 

2.2 Общие характеристики методик, разработанных в ходе исследований 

Подготовка субстанций для их исследования в качестве РСО: Навеску 

субстанции растворяли в спирте этиловом 95% до получения насыщенного 

раствора, при необходимости используя слабое нагревание. Полученный раствор 

фильтровали через фильтр (ГОСТ 12026-76). Полученный фильтрат охлаждали 

при температуре 0 - 10ºС. Осевшие кристаллы отфильтровывали, затем 

перекристаллизовывали, с последующей очисткой активированным углем. 

Фильтрат выдерживали при температуре от 0 до 10˚С в течение суток. Выпавший 

осадок отделяли с помощью фильтрования. Процесс перекристаллизации 

повторяли.  

Методика использования метода ТСХ: на линию старта 

хроматографической пластинки наносили установленное количество 

испытуемого вещества в подходящем растворителе и раствор СОВС. Пластинку 

просушивали на воздухе, помещали в хроматографическую камеру. После 

окончания процесса хроматографирования пластинку вынимали и высушили на 

воздухе до полного удаления растворителя.  

Методика исследования методом ВЭЖХ: навеску исследуемого 

препарата растворяли в подходящем растворителе. Полученный раствор в 

объеме 2 мкл вводили с помощью автоматического дозатора в 
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хроматографическую колонку. Проводили регистрацию хроматограмм при 

выбранной длине волны.  

Методика приготовления модельного образца мочи: к 35 мл образца 

мочи прибавляли растворы исследуемых веществ в трех различных дозировках. 

Расчет вносимых доз исследуемых веществ осуществляли с учетом объема 

образца мочи – 35 мл. Концентрация абакавира в моче была 12,0; 18,0; 24,0 мг/мл, 

ламивудина - 6,0; 12,0; 24,0 мг/мл, зидовудина - 12,0; 18,0; 24,0 мг/мл. 

Приготовленные таким образом смеси оставляли на 24 часа при комнатной 

температуре при периодическом взбалтывании. 

Методика экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина из водных 

растворов: 1 мл раствора исследуемого вещества вносили в коническую колбу 

емкостью 50 мл, добавляли 0,1 М раствор HCL по каплям до рН 6; 5; 4; 3; 2; и 

аммиака раствор концентрированный 25% до рН 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14, 1 мл 

раствора электролита и 3 мл органического растворителя. Содержимое колбы 

хорошо взбалтывали и переносили в делительную воронку. Ожидали разделения 

фаз и отделяли слой органического растворителя. Растворитель органической 

природы удаляли при комнатной температуре. Сухой остаток далее 

использовали для приготовления испытуемого раствора и 

спектрофотометрировали. Расчет степени извлечения абакавира, ламивудина и 

зидовудина (Х, %) проводили СФ методом с применением оптических образцов 

сравнения. 

Для экстракции других лекарственных веществ: 3 мл модельного 

образца мочи переносили в колбу емкостью 50 мл, добавляли 0,1 М раствор 

натрия гидроксида до рН 9,0-10,0; 3 мл трихлорметана, переносили в 

делительную воронку и экстрагировали двукратно в течение 7 минут. 

Полученные извлечения переносили в пробирку к сухому остатку, полученному 

выше. Органический растворитель удаляли в токе воздуха.  

 

 



40 
 

ГЛАВА 3.  СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДОВ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ 

СТАНДАРТИЗАЦИИ АБАКАВИРА, ЛАМИВУДИНА И ЗИДОВУДИНА  

 

В фармацевтическом анализе лекарственных средств достаточно часто 

рекомендуется применять спектрофотометрический метод, который имеет ряд 

преимуществ: прост, доступен, а также отличается экспрессностью методик 

анализа. В основе метода лежит закон Бугера-Ламберта-Бера. Оценку качества 

лекарственных средств данным методом проводят с помощью показателя 

поглощения либо используя стандартный образец сравнения [8; 48].  

Для многих аналитических лабораторий возможность применения СФ 

исключена в связи с недоступностью, дороговизной или отсутствием 

стандартных образцов. С целью решения этой проблемы предложено 

использовать образцы сравнения других соединений, которые носят название 

внешних (оптических) образцов сравнения. Установлено, что использование 

внешнего (оптического) образца сравнения в спектрофотометрическом анализе 

возможно в том случае, если аналитическая длина волны исследуемого вещества 

входит в интервал, который соответствует половине полуширины полосы 

поглощения внешнего (оптического) образца сравнения [43; 44; 45; 46; 47; 88]. 

Применение усовершенствованного варианта спектрофотометрического 

определения, с использованием внешних (оптических) образцов сравнения, 

позволит выполнять количественное определение препарата в субстанции и 

лекарственных формах одним и тем же методом, это повысит 

воспроизводимость результатов определения, а также уменьшит трудоемкость, 

стоимость и погрешность анализа.  

 

3.1 Разработка методики СФ определения абакавира  

в субстанции и таблетированной лекарственной форме 

Исследовали оптические свойства абакавира, ламивудина, зидовудина. 

Изучили спектр поглощения исследуемых веществ в интервале рН 1,1 - 13,0 на 

отрезке длин волн 220 - 400 нм (рис. 1).  
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(1– рН 13,0; 2 – рН 8,8; 3 – рН 1,1; 4 – 7,5) 

Рисунок 1 −  УФ - спектры поглощения растворов абакавира  

При рН 1,1 спектр поглощения раствора абакавира (рис.1) характеризуется 

наличием трех полос поглощения с максимумами при длинах волн 209±1 нм; 

257±1 нм; 297±1 нм. При увеличении рН от 7,5 − 8,8 в спектрах поглощения 

абакавира наблюдается сдвиг максимумов поглощения как в длинноволновую, 

так и в коротковолновую область и максимумы поглощения фиксируются при 

длинах волн 216±1 нм; 258±1 нм и 268±нм. В щелочном растворе при рН 13,0 

спектр поглощения абакавира имеет две полосы поглощения при длинах волн 

209±1 нм; 285±1 нм, а также в спектре имеется «плечо» в области 260-266 нм.  

Изучили стабильность растворов абакавира. Наилучшую стабильность 

показал раствор при рН 1,1 (рис. 2), поэтому в качестве оптимального 

растворителя для СФ определения был выбран 0,1М раствор HCL (рН 1,1).  

 

Рисунок 2 − Изменение оптической плотности растворов абакавира в 

зависимости от времени хранения 
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Для СФ определения абакавира были выбраны: сульфосалициловая 

кислота и калия гексацианоферрат, которые выступали в качестве внешних 

(оптических) образцов сравнения. Их оптические свойства были изучены в 

работах [46, 49]. 

Аналитическая длина волны абакавира (297 нм) входит в оптимальный 

интервал поглощения для сульфосалициловой кислоты (290-316 нм) [49] и калия 

гексацианоферрата (290-316 нм) [46] (рис. 3 и 4). Следовательно, и 

сульфосалициловая кислота, и калия гексацианоферрат можно использовать в 

качестве внешних (оптических) образцов сравнения для СФ определения 

абакавира.  

 

Рисунок 3 – УФ спектр 0,001% раствора сульфосалициловой кислоты и 

0,001% раствора абакавира  

 

 

Рисунок 4 – УФ спектр 0,005% раствора калия гексацианоферрата и 0,001% 

раствора абакавира 



43 
 

Рассчитанные значения удельного показателя поглощения исследуемого 

вещества и удельных показателей оптических образцов сравнения рознятся.  

Следовательно, с целью учета этих факторов в формулу расчета результатов 

количественного определения абакавира нужно вводить коэффициент пересчета, 

представляющий собой частное удельных показателей поглощения оптического 

образца сравнения Eоос и рабочего раствора Eос [46]. 

ос

оос
пер

Е

Е
К =

, (2) 

где Eос – удельный показатель поглощения исследуемого вещества; Eоос – 

удельный показатель поглощения оптического образца сравнения, 

 Результаты определения Кпер для СФ анализа абакавира по 

сульфосалициловой кислоте и калия гексацианоферрату приведены в табл.7 и 

табл.8  

Таблица 7 − Результаты определения коэффициента пересчета для 

абакавира по сульфосалициловой кислоте  

Метрологические характеристики n=40, Р= 95% 

К S² S S х  Х Е% Sr 

0,2306 0,00000064 0,0008 0,00013 0,00006 0,026 0,0035 

 

Таблица 8 − Результаты определения коэффициента пересчета для 

абакавира по калия гексацианоферрату 

Метрологические характеристики n=40, Р= 95% 

    К S² S S х  Х Е% Sr 

0,1089 0,0000001 0,00032 0,00005 0,0001 0,09 0,003 

 

Далее разработанные условия СФ определения были использованы для 

количественного определения абакавира в субстанции (см. приложение 1).  

Расчет количественного содержания абакавира проводили по формуле: 

)100(

100100

WаА

КаА
Х

хоос

пероосх

−


=

, (3) 
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где Аоос − оптическая плотность образца сравнения и Ax − оптическая 

плотность абакавира, αх − навеска определяемого вещества и αоос − навеска 

образца сравнения, Кпер − коэффициент пересчета, W − влажность, 100 − 

коэффициент для пересчета в проценты. 

Таблица 9 − Результаты количественного СФ определения абакавира в 

субстанции (требуемое содержание 97-102%) 

№ серии Образцы сравнения 

Метрологические характеристики 

(n = 10, P = 95%) 

, % S2 S SX̅ ∆X̅ E̅, % Sr 

ABSA15208 

Сульфосалициловая 

кислота 
99,144 0,7966 0,8925 0,2822 0,64 0,64 0,009 

Калия 

гексацианоферрат 
99,54 1,7472 1,3218 0,4179 0,94 0,95 0,013 

РСО 100,03 0,8655 0,9303 0,2942 0,66 0,67 0,009 

ABSA15209 

Сульфосалициловая 

кислота 
99,01 2,0509 1,4321 0,4529 1,02 0,99 0,019 

Калия 

гексацианоферрат 
99,49 1,9330 1,3903 0,4397 0,99 0,99 0,014 

РСО 99,54 1,652 1,2853 0,4065 0,92 0,92 0,013 

ABSA15210 

Сульфосалициловая 

кислота 
99,98 1,2098 1,0999 0,3478 0,79 0,79 0,011 

 Калия 

гексацианоферрат 
99,91 1,6038 1,2664 0,4005 0,90 0,91 0,013 

РСО 100,27 1,559 1,2486 0,3948 0,89 0,89 0,012 

 

 Представленные в таблице 9 данные свидетельствуют о том, что СФ 

определение абакавира в субстанции с использованием РСО лекарственного 

вещества и оптических образцов сравнения соответствует нормативным 

требованиям. Относительная ошибка методик не превышает 1,0%. Методики СФ 

определения абакавира характеризуются хорошей воспроизводимостью (Sr не 

превышает 0,019). 

Предложены методики определения количественного содержания 

абакавира в таблетированной лекарственной форме по 0,60 (см. приложение 1).  

Результаты количественного определения абакавира в таблетированной 

лекарственной форме методом СФ по сульфосалициловой кислоте и калия 

гексацианоферрату представлены в таблице 10. 

 

Х
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Таблица 10 – Результаты количественного определения абакавира в 

таблетированной лекарственной форме методом СФ по сульфосалициловой 

кислоте и калия гексацианоферрату (требуемое содержание 90,0 – 110,0%) 

Метрологические характеристики (n = 10, P = 95%) 

№ серии 
Образец 

сравнения 
Х , г S2 S S х  X̅ E̅% Sr 

1411116 

Сульфосалициловая 

кислота 

0,6181 0,000696 0,008343 0,00264 0,0060 0,97 0,014 

1010815 0,6022 0,000217 0,0108 0,00476 0,0108 1,79 0,018 

1411117 0,6099 0,000062 0,00784 0,00248 0,0056 0,92 0,013 

1411116 

Калия  

гексацианоферрат 

0,5986 0,000039 0,0062 0,0019 0,0042 0,70 0,010 

1010815 0,6001 0,000038 0,0062 0,0019 0,0043 0,72 0,011 

1411117 0,6045 0,00014 0,0118 0,0037 0,0084 1,38 0,019 

 

Валидационную оценку разработанной методики 

спектрофотометрического определения абакавира с использованием оптических 

образцов сравнения сульфосалициловой кислоты и калия гексацианоферрата 

проводили по критериям: специфичность, правильность, прецизионность, 

линейность результатов, аналитическая область методики.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5 – Зависимость изменения оптической плотности растворов 

абакавира от его концентрации  

Из рисунка видно, что представленная зависимость линейна и подчиняется 

уравнению y = 40,438x - 0,0049. 
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Аналитическую область методики, а также линейность определяли путем 

приготовления модельных растворов абакавира шести различных концентраций. 

Затем оценивали полученные результаты и строили градуировочную 

зависимость. Для оценки степени линейности был рассчитан коэффициент 

корреляции (r = 0,9999). 

Проводили оценку правильности разработанной методики СФ методом с 

использованием предложенных образцов сравнения.  Определяли концентрации 

приготовленных модельных образцов абакавира. Результаты приведены в 

таблицах 11 и 12. 

Таблица 11 – Результаты проверки правильности методики СФ определения 

абакавира в субстанции 

Содержание 

 в % 

ООС 

Допустимое 

Е, % Сульфосалициловая кислота 
Е, % 

Калия гексацианоферрат 
Е, % 

1 2 3 1 2 3 

80 80,74 79,96 80,39 0,82 80,12 79,86 80,03 0,41 <2% 

100 100,25 100,61 100,48 0,29 100,57 100,84 100,69 0,33 <2% 

120 119,91 119,74 120,01 0,38 120,05 120,11 119,87 0,26 <2% 

 

Таблица 12 – Результаты проверки правильности методики СФ определения 

абакавира в таблетированной лекарственной форме 

Содержание 

 в % 

ООС 

Допустимое 

Е, % Сульфосалициловая кислота 
Е, % 

Калия гексацианоферрат 
Е, % 

1 2 3 1 2 3 

80 80,30  79,6 80,70 1,13 80,46 80,32 79,87 0,91 <2% 

100 100,30 100,20 100,30 0,15 100,27 100,82 100,32 0,75 <2% 

120 119,90 119,60 119,4 0,80 120,33 119,97 119,65 0,68 <2% 

Результаты исследований опубликованы в работах [31; 32; 71]. 

Разработанные методики количественного определения абакавира в 

субстанции и таблетках апробированы на предприятии АО «Фармасинтез» (г. 

Иркутск). 

Данные, в таблице 13, доказывают пригодность предложенных методик. 
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Таблица 13 – Результаты валидации методики определения абакавира 

методом СФ 

  Критерии 
Допустимые  

значения 

Полученные данные 

Сульфосалициловая 

кислота 

Калия 

гексацианоферрат 

Специфичность  Специфична Специфична 

Сходимость 
RSD < 2% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 0,99% 

tвыч = 2,07, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD = 0,99% 

tвыч = 1,1, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Воспроизводимость 
RSD < 3% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 1,79% 

tвыч = 0,6, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD = 1,38% 

tвыч = 1,14 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Линейность результатов r ≥ 0,999 
r = 0,9999; 

y = 40,438x - 0,0049 

Аналитическая область 

методики 

интервал 

концентраций 
0,005-0,020 г/мл 

Разработанные методики СФ определения абакавира по оптическим 

образцам сравнения сульфосалициловой кислоте и калия гексацианоферрату 

характеризуется доступностью, экспрессностью, высокой воспроизводимостью, 

отсутствием высокотоксичных реактивов, экономичностью. 

 

3.2 Разработка условий СФ определения ламивудина  

в субстанции и таблетированной лекарственной форме 

Разработке методики количественного анализа ламивудина 

предшествовала оптимизация условий спектрофотометрического определения. 

Были детально изучены спектры поглощения растворов ламивудина в интервале 

рН 1,1-13,0 на отрезке длин волн от 220 до 400 нм. 

 

 Рисунок 6 – УФ - спектры поглощения растворов ламивудина  

рН (1– рН 13,0; 2 – рН 4,96; 3 – рН 3,8; 4 – рН 1,1)  
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При рН 1,1 спектр поглощения раствора ламивудина (рис. 6) имеет две 

полосы поглощения с максимумами при длинах волн 212±1 нм и 279±1 нм. 

Переход рН от 3,8 до 13,0 спектр поглощения ламивудина сдвигается 

(гипсохромно). При рН 3,8 в спектр ламивудина наблюдаются три максимума 

поглощения при длинах волн 202±1 нм, 237±1 нм и 272нм, а при рН 4,7 

присутствуют два максимума поглощения, им соответствуют длины волн 232нм 

и 271нм.  В сильнощелочной среде (рН 13,0) спектр ламивудина имеет две 

полосы поглощения с максимумами при 206±1 нм и 271±1 нм. Сдвиг 

максимумов поглощения можно объяснить образованием ионизированных и 

неионизированных форм ламивудина при разных значениях рН, которые имеют 

отличия в электронном строении. 

Изучили стабильность растворов ламивудина в течение 24 часов (рис.7). 

Установлено, что раствор ламивудина с рН 1,1 отличается наибольшей 

устойчивостью, поэтому оптимальным растворителем для СФ определения 

ламивудина был выбран 0,1 М раствор HCL (рН 1,1).  

 

Рисунок 7 – Изменение оптической плотности растворов ламивудина в 

зависимости от времени хранения 

Раннее, в работах [46; 88], были изучены оптические свойства бензойной 

кислоты и 4,4‵- диоксифталофенона, и доказана возможность их применения в 

качестве оптических образцов сравнения.  

Выбранная для анализа длина волны ламивудина (279 нм) находится в 

оптимальном интервале для бензойной кислоты (266-280 нм) [46] и 4,4‵- 

диоксифталофенона (268-282 нм) [88], следовательно, и 4,4‵- диоксифталофенон, 
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и бензойная кислота могут быть предложены в качестве внешних (оптических) 

образцов сравнения для СФ определения ламивудина. Также нужно отметить, 

что у 4,4‵- диоксифталофенона и у бензойной кислоты максимумы поглощения 

близки к максимумам ламивудина 2791 нм (рис. 8 и 9). Можно предположить, 

что погрешность СФ анализа ламивудина при подобранных выше оптимальных 

условиях не превысит допустимую. 

 

Рисунок 8 − УФ Спектры поглощения 0,001% раствора ламивудина и 

0,005% раствора 4,4‵- диоксифталофенона в 0,1М растворе HCL 

 

Рисунок 9 − УФ Спектры поглощения 0,001% растора ламивудина и 

0,008% раствора бензойной кислоты в 0,1 М растворе кислоты 

хлористоводородной 

Значения удельных показателей поглощения ламивудина и оптических 

образцов сравнения различны, поэтому в формулу расчета результатов 

количественного определения ламивудина нужно ввести коэффициент пересчета 

(Кпер), представляющий собой частное удельных показателей поглощения 
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оптического образца сравнения и образца сравнения. Результаты определения 

Кпер для СФ анализа ламивудина по бензойной кислоте и 4,4‵- 

диоксифталофенону приведены в табл.14 и табл.15  

Таблица 14 – Результаты определения коэффициента пересчета для 

ламивудина по бензойной кислоте 

 

Таблица 15 – Результаты определения коэффициента пересчета для 

ламивудина по 4,4‵- диоксифталофенону 

 

Разработанные оптимальные условия СФ определения ламивудина далее 

были использованы для количественного определения ламивудина в субстанции 

(см. приложение 1). 

Расчет результатов количественного содержания ламивудина проводили 

по формуле: 

)100(

100100

WаА

КаА
Х

хоос

пероосх

−


=

, (4) 

где Аоос − оптическая плотность оптического образца сравнения, Ах − 

оптическая плотность определяемого вещества, αоос − точная навеска 

оптического образца сравнения, αх - точная навеска определяемого вещества, Кпер 

− коэффициент пересчета, W − влажность, %, 100 − коэффициент для пересчета 

в проценты. 

Метрологические характеристики, n = 40, Р = 0,95% 

Кпер S2 S S х  X̅ E̅ % Sr 

0,1132 0,0000006    0,00077 0,00012 0,00024 0,21 0,007 

Метрологические характеристики, n = 40, Р = 0,95% 

Кпер S2 S S х  X̅ E̅ % Sr 

0,1985 0,00000018 0,0004 0,00006 0,0001 0,05 0,002 
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Результаты СФ определения трех серий ламивудина в субстанции по 

оптическим образцам сравнения бензойной кислоте и 4,4‵- диоксифталофенону, 

а также по РСО ламивудина представлены в таблице 16. 

Таблица 16 – Результаты определения ламивудина методом СФ в 

субстанции (требуемое содержание 98,0 – 102,0 %) 

№ серии Образцы сравнения 

Метрологические характеристики 

(n = 10, P = 95%) 

, % S2 S SX̅ ∆X̅ E̅, % Sr 

DBH010-4-

B15B- 

160320B 

 

Бензойная кислота 100,29 1,2098 1,0999 0,3481 0,79 0,78 0,012 

4,4‵- 

диоксифталофенон 
99,48 1,7354 1,3174 0,4157 0,94 0,94 0,013 

РСО 100,07 0,0914 0,3024 0,0957 0,22 0,22 0,003 

DBH010-4-

B15B- 

160405B 

 

Бензойная кислота 99,56 0,8949 0,9460 0,2994 0,68 0,68 0,009 

4,4‵- 

диоксифталофенон 
99,65 1,8734 1,3687 0,4331 0,98 0,98 0,014 

РСО 99,70 1,4119 1,1882 0,3758 0,85 0,85 0,012 

DBH010-4-

B15B- 

160250B 

 

Бензойная кислота 99,60 0,153 0,3911 0,1237 0,28 0,28 0,004 

4,4‵- 

диоксифталофенон 
100,03 0,089 0,2988 0,0945 0,21 0,21 0,003 

РСО 99,67 0,830 0,9124 0,3387 0,71 0,71 0,009 

 

Изучив представленные экспериментальные данные сделали вывод, что 

данные, полученные с использованием РСО ламивудина и оптических образцов 

сравнения, сопоставимы. Ошибка определения ламивудина не превышает 0,98%. 

Методики хорошо воспроизводятся (Sr составляет не более 0,014).  

Разработанные условия СФ определения ламивудина были использованы 

для количественного определения ламивудина в таблетированной 

лекарственной форме (см. приложение 1). 

Результаты СФ определения ламивудина в таблетированной 

лекарственной форме по 0,15 трех серий по оптическим образцам сравнения 

приведены в таблице 17. 

 

 

 

 

Х
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Таблица 17 – Результаты количественного определения ламивудина в 

таблетированной лекарственной форме методом СФ по бензойной кислоте и 4,4‵- 

диоксифталофенону (требуемое содержание 95-105 %) 

Метрологические характеристики (n = 10, P = 95%) 

№ серии 
Образец 

сравнения 
Х , г S2 S S х  X̅ E̅% Sr 

3821016 

Бензойная  

кислота 

0,1505 0,000006 0,0025 0,0008 0,0018 1,2 0,017 

3681016 0,1512 0,000008 0,0029 0,0009 0,002 1,3 0,019 

3611016 0,1493 0,000011 0, 0033 0,00105 0,0024 1,6 0,022 

3821016 

4,4‵- 

диоксифталофенон 

0,1484 0,0000042 0,0021 0,00065 0,00145 0,9 0,014 

3681016 0,1481 0,000012 0,0035 0,001 0,00236 1,6 0,024 

3611016 0,1501 0,000003 0,0017 0,0005 0,00113 0,8 0,011 

 

Представленные в таблице 17 данные доказывают, что СФ определение 

ламивудина в таблетированной лекарственной форме по оптическим образцам 

сравнения бензойной кислоте и 4,4‵-диоксифталофенону соответствует 

требованиям НД. Относительная ошибка определения допустимая и не 

превышает 1,6 %. Методика СФ определения ламивудина с использованием 

оптических образцов сравнения бензойной кислоты и 4,4‵- диоксифталофенона 

воспроизводима (Sr не превышает 0,024). 

Валидация разработанных методик проводилась по критериям 

правильность, прецизионность (воспроизводимость, сходимость), линейность, 

аналитическая область методики, специфичность.  

Аналитическую область методики и линейность результатов определяли 

путем обработки результатов, полученных при анализе модельных растворов 

ламивудина шести различных концентраций.  

На рисунке 10 представлена зависимость изменения оптической плотности 

ламивудина от концентрации.  

Полученная зависимость обладает свойством линейности и описана 

уравнением y = 1,1854x - 0,0076, коэффициент корреляции равен 0,9994, что 
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свидетельствует о соблюдении линейности. Линейная зависимость соблюдается 

в промежутке концентраций 0,005 – 0,0150 мг/мл. 

 

Рисунок 10 – Зависимость изменения оптической плотности ламивудина 

от его концентрации в растворе 

Правильности разработанных методик оценивали следующим образом: 

готовили растворы ламивудина различной концентрации, а затем определяли 

концентрацию этих растворов методом СФ по разработанным выше методикам. 

Результаты приведены в таблицах 18 и 19. 

Таблица 18 − Результаты проверки правильности методики СФ 

определения ламивудина в субстанции 

Содержан

ие 

 в % 

ООС Допустимо

е 

Е, % 

Бензойная кислота 
Е, % 

4,4 ‵- диоксифталофенон 
Е, % 

1 2 3 1 2 3 

80 80,12 80,44 79,88 0,86 80,06 80,15 79,71 0,70 <2% 

100 100,35 99,74 100,15 0,77 100,01 100,54 99,96 0,80 <2% 

120 119,36 120,03 120,18 0,22 120,03 120,06 119,78 0,15 <2% 

 

Таблица 19 − Результаты проверки правильности методики СФ 

определения ламивудина в таблетированной лекарственной форме 

Содержание 

 в % 

ООС 
Допустимое 

Е, % 
Бензойная кислота 

Е, % 
4,4‵- диоксифталофенон 

Е, % 
1 2 3 1 2 3 

80 80,03 79,24 80,11 1,52 80,44 79,91 80,15 0,83 <2% 

100 100,08 99,96 100,02 0,15 100,74 100,17 100,88 0,95 <2% 

120 120,01 119,88 119,64 0,40 120,03 120,55 120,94 0,96 <2% 

y = 1,1854x - 0,0076

r = 0,9994
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В таблице 20 приведены результаты валидационной оценки разработанных 

методик, которые доказывают возможность применения методик для анализа 

ламивудина. 

Таблица 20 − Результаты валидации разработанных методик определения 

ламивудина методом СФ  

  Критерии 
Допустимые  

значения 

Полученные данные 

Бензойная кислота 
4,4‵- 

диоксифталофенон 

Специфичность  Специфична Специфична 

Сходимость 
RSD < 2% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 0,78% 

tвыч = 0,79, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD = 0,98% 

tвыч = 0,77, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Воспроизводимость 
RSD < 3% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 1,6% 

tвыч = 0,64, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD =1,6%  

tвыч = 1,63 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Линейность результатов r ≥ 0,999 
r = 0,9994; 

y = 1,1854x - 0,0076 

Аналитическая область 

методики 

интервал 

концентраций 
0,0025-0,015 мг/мл 

 

Разработанные методики определения количества ламивудина в 

субстанции и таблетках методом СФ апробированы на предприятии АО 

«Фармасинтез» (г. Иркутск) и могут быть предложены для включения в ФСП. 

Результаты проведенных исследований опубликованы в работах [21; 23; 

26; 27]. 

 

3.3 Разработка условий СФ определения зидовудина 

в субстанции и в таблетированной лекарственной форме 

Были изучены оптические свойства растворов зидовудина в диапазоне 

изменения рН 1,1−13,0 и на отрезке длин волн от 220 до 400 нм. В УФ спектре 

зидовудина (рис. 11) обнаружено две полосы с максимумами поглощения при 

209 ± 1 нм и 267 ± 1 нм. При варьировании рН спектр поглощения зидовудина 

остается постоянным. 
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(1 – pH 1,98; 2 – pH 3,16; 3 – pH 13,0; 4 – pH 1,1) 

Рисунок 11 – УФ спектры поглощения растворов зидовудина при 

варьировании рН 

Для проведения анализа зидовудина выбрали 0,1М раствор HCL (рН 1,1). 

Для изготовления раствора первого ряда применяли спирт этиловый 95%, так как 

зидовудин хорошо в нем растворим. 

Проверка стабильности растворов зидовудина показала, что оптические 

свойства сохраняются при pH = 1,1. При других значениях pH растворы менее 

стабильны (рис. 12). 

 

Рисунок 12 – Изменение оптической плотности растворов зидовудина в 

зависимости от времени хранения  

Для анализа зидовудина была выбрана длина волны 267 нм при рН 1,1, 

соответствующая максимуму зидовудина в длинноволновой области 

поглощения. В качестве образцов сравнения были выбраны вещества: калия 
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бихромат и калия гексацианоферрат. Оптические свойства выбранных 

оптических образцов были изучеы в работе [46; 59]. 

Выбраны оптимальные области поглощения калия бихромата и калия 

гексацианоферрата для использования их в качестве оптических образцов 

сравнения в СФ анализе: 247 - 267 нм, 340,5 - 359,5 нм и 255 - 267 нм, 290 - 316 

нм, 402 - 440 нм соответственно [46; 59]. 

Аналитическая длина волны зидовудина (267 нм) входит в интервал, 

оптимальный для калия гексацианоферрата (255-267 нм) и калия бихромата (247-

267 нм). На рисунках 13 и 14 представлены спектры поглощения зидовудина и 

выбранных образцов сравнения в 0,1 М растворе HCL. 

 

Рисунок 13 – УФ спектры поглощения 0,0014% раствора зидовудина и 

0,0028% раствора калия бихромата 

 

Рисунок 14 – УФ спектры поглощения 0,0014% раствора зидовудина и 

0,015% раствора калия гексацианоферрата  

Полосы поглощения зидовудина, калия бихромата и калия 

гексацианоферрата имеют различия в связи с чем, вводится коэффициент 
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пересчета (формула 1). В таблицах 21 и 22 представлены результаты 

определения коэффициентов пересчета по оптическим образцам сравнения 

калия бихромату и калия гексацианоферрату соответственно. 

Таблица 21 – Результаты определения коэффициента пересчета для 

зидовудина по калия бихромату 

 

Таблица 22 – Результаты определения коэффициента пересчета для 

зидовудина по калия гексацианоферрату  

 

Подобранные оптимальные условия СФ определения зидовудина были 

использованы для количественного определения зидовудина в субстанции (см. 

приложение 1). 

Расчет количественного определения зидовудина проводили по формуле: 

)100(

100100

WаА

КаА
Х

хоос

пероосх

−


=

, (5) 

где Аоос − оптическая плотность оптического образца сравнения и Ax − 

оптическая плотность определяемого вещества, αх − точная навеска 

определяемого вещества, αоос − точная навеска оптического образца сравнения, 

Кпер − коэффициент пересчета, W − влажность (%), 100 − коэффициент для 

перевода в проценты. 

Результаты СФ определения зидовудина в субстанции по образцам 

сравнения и по РСО лекарственного вещества представлены в таблице 23. 

Метрологические характеристики, n = 40, Р = 0,95% 

Кпер S2 S S х  X̅ E̅ % Sr 

0,3637 0,0000036 0,002 0,0003 0,00061 0,17 0,0055 

Метрологические характеристики, n = 40, Р = 0,95% 

Кпер S2 S S х  X̅ E̅ % Sr 

0,4266 0,0000028 0,0017 0,00027 0,00055 0,13 0,004 



58 
 

Таблица 23 – Результаты СФ определения зидовудина в субстанции 

(требуемое содержание 97,0 – 102,0 %) 

№ серии Образцы сравнения 

Метрологические характеристики 

(n = 10, P = 95%) 

, % S2 S SX̅ ∆X̅ E̅, % Sr 

DBH0006-4-

B16A-

160129B 

Калия бихромат 100,72 0,6327 0,7954 0,2515 0,57 0,56 0,008 

Калия 

гексацианоферрат 
100,33 0,6642 0,8150 0,2580 0,58 0,58 0,008 

РСО 100,15 0,5518 0,7428 0,2351 0,53 0,53 0,007 

DBH0006-4-

B16A-

150919B 

Калия бихромат 100,15 1,5794 1,2568 0,3974 0,89 0,90 0,013 

Калия 

гексацианоферрат 
100,66 1,3926 1,1801 0,3734 0,84 0,83 0,012 

РСО 99,94 1,738 1,3183 0,4172 0,94 0,94 0,013 

DBH0006-4-

B16A-

150619B 

Калия бихромат 100,36 1,1128 1,0549 0,3338 0,75 0,75 0,011 

Калия 

гексацианоферрат 
99,85 1,754 1,324 0,4488 0,95 0,95 0,013 

РСО 100,07 1,2456 1,1161 0,3532 0,80 0,80 0,011 

 

Данные, полученные с использованием РСО и оптических образцов 

сравнения, аналогичны. Относительная ошибка количественного определения 

зидовудина методом СФ по оптическим образцам сравнения в субстанции не 

превышает 0,95%. Методики хорошо воспроизводятся (Sr не превышает 0,013). 

Кроме того, результаты, полученные при определении зидовудина по калия 

бихромату и калия гексацианоферрату, практически не отличаются. 

Следовательно, анализ зидовудина можно проводить по наиболее доступному 

для лаборатории образцу сравнения.  

Разработана методика количественного определения зидовудина в 

таблетированной лекарственной форме СФ методом по ООС (см. приложение 1). 

Результаты СФ определения зидовудина в таблетированной лекарственной 

форме трех серий представлены в таблице 24. 

Разработанные методики были провалидированы по критериям: 

сходимость, правильность, специфичность, воспроизводимость, аналитическая 

область методики, линейность результатов.   

На рисунке 15 представлена градуировочная зависимость оптической 

плотности зидовудина в 0,1 М растворе HCL от его концентрации.  

Х
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Таблица 24 – Результаты количественного определения зидовудина в 

таблетированной лекарственной форме методом СФ по калия бихромату и калия 

гексацианоферрату (требуемое содержание 90,0 – 110,0 %) 

Метрологические характеристики (n = 10, P = 95%) 

№ серии 
Образец 

сравнения 
Х , г S2 S S х  X̅ E̅% Sr 

711016 

Калия бихромат 

0,3041 0,000008 0,0029 0,0009 0,0020 0,68 0,009 

701016 0,3032 0,00030 0,0056 0,0018 0,004 1,31 0,018 

691016 0,3030 0,00003 0,0054 0,0017 0,0038 1,27 0,018 

711016 
Калия  

гексацианоферрат 

0,3047 0,000012 0,0035 0,0011 0,002 0,80 0,011 

701016 0,3010 0,00003 0,0055 0,0017 0,0038 1,26 0,018 

691016 0,3041 0,000008 0,0029 0,0009 0,0020 0,68 0,009 

 

 

Рисунок 15 – Зависимость изменения оптической плотности растворов 

зидовудина от его концентрации 

Аналитическую область методики, а также линейность результатов 

находили путем обработки результатов, полученных при анализе модельных 

растворов шести различных концентраций. С целью оценки степени линейности 

был рассчитан коэффициент корреляции. 

Представленная зависимость линейна и подчиняется уравнению y = 

59,271x - 0,0076, коэффициент корреляции равен 0,9994.  

Оценили правильность разработанной методики определяя концентрации 

приготовленных растворов зидовудина известной концентрации (80%, 100%, 
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120%) методом СФ с использованием предложенных образцов сравнения. 

Результаты приведены в таблицах 25 и 26. 

Таблица 25 – Результаты проверки правильности методики СФ 

определения субстанции зидовудина 

Содержан

ие 

 в % 

ООС Допусти

мое 

Е, % 
Калия бихромат 

Е, % 
Калия гексацианоферрат 

Е, % 
1 2 3 1 2 3 

80 80,73 80,02 79,98 1,3 80,46 80,21 80,93 1,15 <2% 

100 100,06 99,74 100,25 0,65 100,33 100,78 100,01 0,98 <2% 

120 120,05 120,64 120,32 0,62 120,11 120,36 119,78 0,61 <2% 

 

Таблица 26 – Результаты проверки правильности методики СФ 

определения зидовудина в таблетированной лекарственной форме 

Содержан

ие 

 в % 

ООС Допусти

мое 

Е, % 
Калия бихромат 

Е, % 
Калия гексацианоферрат 

Е, % 
1 2 3 1 2 3 

80 80,02 80,94 80,78 1,1 80,25 80,04 79,65 0,96 <2% 

100 100,08 100,93 100,45 1,07 100,13 100,68 100,95 1,05 <2% 

120 120,03 120,75 119,80 1,04 119,33 119,82 120,17 0,89 <2% 

 

В таблице 27 представлены результаты валидационной оценки методики 

СФ определения зидовудина. 

Полученные в ходе валидации методик данные, представленные в таблице 

27, свидетельствуют о пригодности предложенных методик. Представленные 

методики СФ определения зидовудина в субстанции и таблетках апробированы 

на предприятии АО «Фармасинтез» (г. Иркутск). 

Таким образом, усовершенствован анализ абакавира, ламивудина, 

зидовудина в субстанциях и лекарственных формах СФ методм с 

использованием ООС. Предложенные методики отличаются экспрессностью, не 

требуют применения дорогостоящего оборудования и стандартных образцов, а 

также токсичных реактивов. 
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Таблица 27 – Результаты валидации методики количественного 

определения зидовудина СФ методом 

  Критерии 
Допустимые 

значения 

Полученные результаты 

Калия бихромат 
Калия 

гексацианоферрат 

Специфичность  Специфична Специфична 

Сходимость 
RSD < 2% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 0,9% 

tвыч = 0,36, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD = 0,95% 

tвыч = 0,34, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Воспроизводимость 
RSD < 3% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 1,31% 

tвыч = 1,71, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD = 1,26% 

tвыч = 0,55, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Линейность результатов r ≥ 0,999 
r = 0,9994 

y = 59,271x - 0,0076 

Аналитическая область 

методики 

интервал 

концентраций 

0,005-0,025 мг/мл 

 

 

Результаты проведенных исследований опубликованы в работах [24; 83]. 

3.4 Количественное определение таблеток «Дизаверокс» методом 

производной СФ 

Таблетки «Дизаверокс» представляют собой сложную лекарственную 

форму, состоящую из зидовудина и ламивудина. Согласно НД [36] 

количественное определение зидовудина и ламивудина в таблетированной 

лекарственной форме «Дизаверокс» проводится методом ВЭЖХ, который 

требует наличия импортного хроматографа и стандартных образцов 

производства USP. Нами разработана методика количественного определения 

ламивудина и зидовудина в таблетированной лекарственной форме 

«Дизаверокс» с использованием метода производной СФ [28]. При разработке 

методики использовали разработанные условия СФ определения, описанные в 

разделах 3.2 и 3.3.  

На рисунке 16 представлены спектры поглощения зидовудина, ламивудина 

и смеси компонентов таблеток «Дизаверокс». 
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Рисунок 16 − Спектры поглощения зидовудина, ламивудина и смеси 

компонентов 

Из рисунка 16 видно, что спектры поглощения зидовудина и ламивудина 

имеют схожий характер, а при совместном определении зидовудина и ламивудина 

спектры будут накладываться друг на друга, что будет препятствовать их 

количественному определению методом прямой СФ в комбинированных 

лекарственных формах. 

Метод производной СФ позволяет определять одни вещества в присутствии 

других, имеющих схожие полосы поглощения, без разделения, путем подавления 

поглощения одного из сопутствующих веществ. Суть метода заключается в 

измерении приращения поглощения при двух или более близко лежащих длинах 

волн [8; 12; 63]. 

Производную спектров поглощения можно получить различными 

методами. Они делятся на 3 группы: оптико-механические, электронные и методы 

численного дифференцирования [8; 37; 113]. Последние являются наиболее 

доступными и оптимальными. 

Их используют в вариантах метода Батлера-Хопкинса, полиномиального 

дифференцирования Савицкого-Галея, дифференцирования с помощью 

преобразования Фурье и методах сплайновой функции [8; 113]. Названные 

методы различаются между собой по точности и сложности расчетов.  

Для расчета производных спектров был выбран метод полиномиального 

дифференцирования по Савицкому-Галею, как более простой в выполнении из 

существующих и имеющий достаточную точностью. 

Для исследования выбрана вторая производная, которая наиболее проста в 

расчетах и в наибольшей степени отражает характер исходного спектра. С целью 
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уменьшения погрешностей расчет второй производной проводили с помощью 

пятиточечного полинома по методу наименьших квадратов, применив технику 

«подвижной полосы» [63]. При расчете второй производной по этому методу 

полосу поглощения разделяли на несколько равных частей.  В точках разделения 

измеряли оптическую плотность исследуемого раствора. Полученные значения 

оптической плотности в пяти последовательно отстоящих точках умножали на 

коэффициенты К1, К2, К3, К4, К5, которые представляют собой значения 

полиномов Чебышева и равны соответственно: 2, -1, -2, -1, 2 [10]. Алгебраическая 

сумма произведений дает значение второй производной центральной точки 3: 

𝑑2А

𝑑2 = 2А1 − А2 − 2А3 − А4 + 2А5  , (5) 

Для получения значения второй производной при длине волны 4 полоса 

выбранных точек сдвигается (2, 3, 4, 5, 6) и расчет повторяется по значениям 

оптической плотности при длинах волн 2, 3, 4, 5, 6. 

Следует отметить, что при разделении полосы поглощения на отдельные 

интервалы большое значение имеет величина шага . Иногда рекомендуют 

интервал в 10 нм как более удобный, так как при меньшем значении шага на 

рассчет значения второй производной существенно влияют ошибки измерений 

[46]. Однако очень большой интервал затрудняет правильный выбор точки 

минимума функции на графике производной спектра и приводит к потере 

отдельных полос поглощения. Использование малого интервала вызывает 

увеличение времени, затрачиваемого на измерения и расчеты. Кроме того, при 

использовании малого интервала разность оптических плотностей двух соседних 

точек близка по значению к ошибке измерения, это доказывается появлением на 

графике новых, несуществующих максимумов [46]. 

Для выбора нужного шага разделения спектров мы провели определение 

второй производной с разными величинами шага: 2, 4, 6, 8 нм.  

Спектр поглощения ламивудина и зидовудина в 0,1 М растворе HCL имеют 

максимумы поглощения при 279 нм и 267 нм соответственно. На производных 

спектрах наблюдается сдвиг максимума на 2-4 нм при шаге 2 нм и 4 нм. 
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Установлено, что использование шага меньше 4 нм неэффективно из-за большого 

влияния ошибок измерения оптической плотности на производный спектр. При 

увеличении шага до 8 нм ошибки измерения уменьшаются. Длина шага зависит и 

от полуширины полосы поглощения ЛВ и должен составлять примерно 1/10 часть. 

Полуширина полосы поглощения ламивудина составляет около 45 нм, а 

зидовудина 48 нм. Все вышеперечисленное позволяет выбрать нужный интервал 

разделения полосы поглощения для расчета производного спектра в 5 нм, при 

котором наблюдается наименьшее влияние ошибок измерения оптической 

плотности на производный спектр. Также в этом случае положение максимума 

поглощения полностью совпадает с исходными спектрами и соответствует 279 нм 

и 267 нм. 

Готовили 0,001% растворы зидовудина и ламивудина в 0,1 М растворе HCL 

и рассчитывали вторые производные, по которым построили графики, 

представленные на рисунке 17. 

 

Рисунок 17 − УФ спектры поглощения зидовудина и ламивудина в 0,1 М 

растворе HCL и графики второй производной спектров зидовудина и ламивудина 

 Из рисунка 17 видно, что вторая производная зидовудина при длине волны 

252 нм равна нулю, а ламивудин в этой области поглощает УФ – излучение. При 

длине волны 265 нм вторая производная ламивудина равна нулю, а зидовудин в 

этой области поглощает. Поэтому, для количественного определения зидовудина 

в присутствии ламивудина необходимо использовать значения длин волн: 242, 

247, 252, 257, 262 нм, а для количественного определения ламивудина в 

присутствии зидовудина необходимо использовать значения длин волн: 255, 260, 
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265, 270, 275 нм. В этих случаях поглощение одного из компонентов нивелируется 

и остается только поглощение другого компонента. 

Разработанная методика была применена для модельного образца, 

состоящего из зидовудина 0,30 г и ламивудина 0,15 г. 

Методика количественного определения зидовудина в модельном образце:  

точную навеску приготовленной смеси (около 0,0750 г) переносили в мерную 

колбу емкостью 100 мл, добавляли 20 мл спирта этилового 95% и 10 мл воды 

очищенной и растворяли, доводили объем колбы водой очищенной до отметки и 

взбалтывали. 1 мл испытуемого раствора вносили в мерную колбу емкостью 50 

мл, доводили объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL и взбалтывали. 

Измеряли оптическую плотность раствора на спектрофотометре при длинах 

волн 255, 260, 265, 270, 275 нм в кюветах с рабочим слоем 1 см. В качестве 

раствора сравнения использовали 0,1 М раствор HCL. Одновременно измеряли 

оптическую плотность раствора РСО зидовудина. 

Методика приготовления раствора РСО зидовудина: точную навеску 

субстанции зидовудина (около 0,0500 г) переносили в мерную колбу емкостью 

100 мл, добавляли 20 мл спирта этилового 95% и 10 мл воды очищенной и 

растворяли, доводили объем колбы водой очищенной до отметки и взбалтывали. 

1 мл полученного раствора вносили в мерную колбу емкостью 50 мл и доводят 

объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL и перемешивают. 

Методика количественного определения ламивудина в модельном образце: 

точную навеску модельного образца (около 0,1500 г) вносили в мерную колбу 

емкостью 100 мл, добавляли 30 мл воды очищенной, растворяли, доводили объем 

колбы этим же растворителем до отметки и взбалтывали. 1 мл полученного 

раствора вносили в мерную колбу емкостью 50 мл и доводили объем колбы до 

отметки 0,1 М раствором HCL, взбалтывали. 

Измеряли оптическую плотность раствора на спектрофотометре при длинах 

волн 242, 247, 252, 257, 262 нм в кюветах с толщиной рабочего слоя 1 см. В 

качестве раствора сравнения использовали 0,1 М раствор HCL. Последовательно 

измеряли оптическую плотность раствора РСО ламивудина. 
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Методика приготовления раствора рабочего стандартного образца 

ламивудина: в мерную колбу емкостью 100 мл вносили 0,0500 г субстанции 

ламивудина, добавляли 30 мл воды очищенной, растворяли, доводили объем 

колбы эти же растворителем до отметки и взбалтывали. 1 мл полученного 

раствора вносили в мерную колбу емкостью 50 мл и доводили объем колбы до 

отметки 0,1 М раствором HCL, взбалтывали.  

Результаты количественного определения зидовудина и ламивудина в 

модельном образце методом производной СФ представлены в таблице 28. 

Таблица 28 − Результаты количественного определения зидовудина и 

ламивудина методом производной СФ в модельном образце 

Содержание зидовудина и ламивудина в модельном образце рассчитывается 

по формуле: 

Х =
А𝑥

" ∗аст∗𝑚см

Аст
" ∗ ах

, (6) 

где А𝑥
" , Аст

"  − значения второй производной оптической плотности 

исследуемого и стандартного растворов; 

ах, аст−точные навески модельного образца и стандартного образца 

зидовудина или ламивудина; 

𝑚см – общая масса модельного образца. 

Результаты, представленные в таблице 28, показывают, что относительная 

ошибка определения зидовудина в модельном образце методом производной СФ 

составляет − 3,11%, а ламивудина – 2,21%  

Зидовудин Ламивудин 

Дх
"  Дст

"  Х, г 

Метрологические 

характеристики 

(n=8, Р=95%) 
Дх

"  Дст
"  Х, г 

Метрологические 

характеристики 

(n=8, Р=95%) 

0,263 

0,2260 

0,3120 
Х̅ = 0,2984 

s2 =0,0001 

S = 0,0111 

sх̅= 0,0039 

ΔХ̅= 0,0093 

ɛ̅=3,11% 

 

0,177 

0,1580 

0,1490 
Х̅ =0,1501 

s2 =0,00002 

S =0,004 

sх̅= 0,0014 

ΔХ̅=0,0033 

ɛ̅=2,21% 

 

0,246 0,2924 0,178 0,1505 

0,248 0,3007 0,170 0,1467 

0,243 0,2883 0,180 0,1519 

0,260 0,3140 0,169 0,1452 

0,242 0,2888 0,186 0,1579 

0,242 0,2860 0,180 0,1513 

0,259 0,3049 0,176 0,1474 
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Разработанную методику далее применили для количественного 

определения компонентов таблеток «Дизаверокс». 

Методика количественного определения зидовудина в таблетированной 

лекарственной форме «Дизаверокс»: точную навеску измельченных таблеток 

(около 0,1000 г) вносили в мерную колбу емкостью 100 мл, добавляли 30 мл 

спирта этилового 95%, растворяли, доводили объем колбы водой очищенной до 

отметки, взбалтывали. Раствор фильтровали через бумажный фильтр, отбрасывая 

первые миллилитры фильтрата. 1 мл фильтрата вносили в мерную колбу 

емкостью 50 мл и доводили объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL, 

взбалтывали. 

Методика приготовления раствора РСО зидовудина: точную навеску 

очищенной субстанции зидовудина (около 0,0500 г) количественно вносили в 

мерную колбу емкостью 100 мл, добавляли 30 мл спирта этилового 95%, 

растворяли, доводили объем колбы водой очищенной до отметки и взбалтывали. 

1 мл полученного раствора вносили в мерную колбу емкостью 50 мл, доводили 

объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL и взбалтывали. 

Методика количественного определения ламивудина в таблетированной 

лекарственной форме «Дизаверокс»: точную навеску измельченных таблеток 

(около 0,2000 г) вносили в мерную колбу емкостью 100 мл, добавляли 30 мл воды 

очищенной, растворяли, доводили объем колбы водой очищенной до отметки, 

взбалтывали. Раствор фильтровали через бумажный фильтр, отбрасывая первые 

миллилитры фильтрата. 1 мл фильтрата вносили в мерную колбу емкостью 50 мл 

и доводили объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL, взбалтывали. 

Измеряли оптическую плотность раствора на спектрофотометре при длинах 

волн 242, 247, 252, 257, 262 нм в кюветах с толщиной рабочего слоя 1 см. В 

качестве раствора сравнения выступал 0,1 М раствор HCL. Последовательно 

измеряли оптическую плотность РСО ламивудина. 

Методика приготовления раствора РСО ламивудина: точную навеску 

очищенной субстанции зидовудина (около 0,0500 г) вносили в мерную колбу 

емкостью 100 мл, добавляли 30 мл воды очищенной, взбалтывали. Доводили 
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объем колбы водой очищенной до отметки и взбалтывали. 1 мл полученного 

раствора вносили в мерную колбу емкостью 50 мл и доводили объем колбы до 

отметки 0,1 М раствором HCL, взбалтывали. 

Результаты количественного определения зидовудина и ламивудина в 

таблетированной лекарственной форме «Дизаверокс» методом производной СФ 

представлены в таблице 29. 

Таблица 29 − Результаты количественного определения зидовудина и 

ламивудина в таблетированной лекарственной форме «Дизаверокс» методом 

производной СФ 

 

Количество зидовудина и ламивудина в таблетированной лекарственной 

форме «Дизаверокс» рассчитывается по формуле: 

Х =
А𝑥

" ∗аст∗𝑚ср.т.

Аст
" ∗ ах

, (7) 

где А𝑥
" , Аст

"  − значения второй производной оптической плотности 

исследуемого и стандартного раствора; 

ах, аст− точные навески растертых таблеток и рабочего стандартного 

образца зидовудина или ламивудина; 

𝑚ср.т. – средняя масса таблетки.  

Из представленных в таблице 29 данных видно, что относительная 

погрешность определения зидовудина не превышает 0,91%, ламивудина − 1,68%. 

Зидовудин Ламивудин 

Дх
» Дст

»  Х, г 

Метрологические 

характеристики 

(n=10, Р=95%) 

Дх
» Дст

»  Х, г 

Метрологические 

характеристики 

(n=10, Р=95%) 

0,2612 

0,2558 

0,2996 

Х̅ = 0,2973 

s2 = 0,000015 

S = 0,0039 

sх̅= 0,0012 

ΔХ̅= 0,0027 

ɛ̅=0,91% 

 

0,0835 

0,0882 

0,1499 

Х̅ = 0,1479 

s2 =0,000012 

S = 0,0035 

sх̅= 0,0011 

ΔХ̅= 0,0025 

ɛ̅=1,68% 

 

0,2891 0,3017 0,0873 0,1503 

0,2600 0,2904 0,0751 0,1507 

0,2638 0,2916 0,0812 0,1457 

0,2628 0,2941 0,0744 0,1499 

0,2689 

0,2658 

0,2984 0,1906 

0,1882 

0,1494 

0,2772 0,2993 0,1963 0,1480 

0,2897 0,3000 0,2080 0,1487 

0,2629 
0,2551 

0,2992 0,0892 
0,0957 

0,1462 

0,2851 0,2983 0,0942 0,1475 
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Провели валидационную оценку разработанной методики (таблица 30). 

Таблица 30 − Результаты валидации методики количественного 

определения зидовудина и ламивудина в таблетированной лекарственной форме 

«Дизаверокс» методом производной СФ 

Критерии Допустимые 

значения 

Полученные результаты 

Зидовудин Ламивудин 

Специфичность Стандартный образец Специфична Специфична 

Сходимость RSD < 2% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 0,91% 

tвыч = 2,1, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD = 1,68% 

tвыч = 1,8, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Воспроизводимость RSD < 3% 

tвыч ≤ tтабл 

RSD = 1,5% 

tвыч = 1,87, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

RSD = 1,87% 

tвыч = 1,67, 

(tтабл =2,26), 

n=10 

Линейность r≥0,999 r = 0,9994 

y = 59,271x - 0,0076 

r =0,9994 

y = 1,1854x - 0,0076 

Аналитическая область 

методики 

Интервал 

концентрации 0,005-0,025 мг/мл 0,0025-0,015 мг/мл 

 

Данные, представленные в таблице 30, свидетельствуют о том, что 

методика пригодна для анализа.  

Разработанная методика является менее трудоемкой, экспрессной, время 

анализа уменьшается в два раза, характеризуется низкой стоимостью по 

сравнению с методикой НД. 

 Результаты проведенных исследований опубликованы в работе [28]. 

 

3.5 Количественный анализ абакавира, ламивудина и зидовудина 

в готовых лекарственных формах методом ВЭЖХ 

 Работа выполнялась на высокоэффективном жидкостном хроматографе 

«Милихром А-02».  

В качестве сорбента была выбрана колонка ProntoSIL-120-5-C18 AQ и 

система растворителей, состоящая из двух элюентов: 1 − 4 М лития перхлорат и 

0,1 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 2000 мкл с линейным 

увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 35%. Скорость 

элюента 100 мкл/мин и температура колонки 35˚С. 
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В качестве стандартных веществ применялись фармацевтические 

субстанции абакавира, ламивудина, зидовудина, содержание действующего 

вещества в которых не ниже 97 %.  

Результаты обрабатывали с помощью компьютерной программы 

МультиХром. Для расчета достоверности был использован критерий Стьюдента.  

Испытуемые лекарственные вещества проявляют обладают основными 

свойства за счет атомов азота с неподеленной парой электронов, это в свою 

очередь ведет к ассиметрии пиков на хроматограмме при нейтральных рН 

элюента и отсутствии добавок, блокирующих остаточные силанольные группы. 

В связи с этим в работе использован полимерный сорбент, не проявляющий 

ионообменных свойств по отношению к аминам, что позволяет получать 

симметричные хроматографические пики основных соединений. 

Подвижная фаза состоит из двух элюентов: элюент 1 – [4 M LiClO
4
– 

0,1 M HClO
4
] (5: 95); элюент 2 – ацетонитрил. Эти элюенты обладают высокой 

прозрачностью в коротковолновой области УФ спектра и не содержат УФ-

поглощающие примеси, проявляющиеся в виде "лишних" пиков на 

хроматограмме. Использование лития перхлората в подвижной фазе позволяет 

получать оптимальную форму и ширину пиков на хроматограммах (кислая 

среда, рН 2.8). Лития перхлорат подавляет ионообменные взаимодействия 

исследуемых веществ с адсорбентом. Абакавир, ламивудин и зидовудин в 

выбранной системе элюентов хроматографируются в виде симметричных пиков, 

что доказано рассчитанными значениями коэффициентов асимметрии, которые 

для определяемых соединений не превышают 1,5. Данные представлены в 

таблице 31. Таким образом, эту хроматографическую систему можно 

рекомендовать для анализа лекарственных веществ, способных вступать в 

ионообменные взаимодействия с сорбентом. 
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Таблица 31 − Коэффициенты асимметрии определяемых соединений. 

Соединение А10% (вода) 

Абакавир 1,13 

Зидовудин 0,92 

Ламивудин 1,19 

 В связи с тем, что исследуемые нами лекарственные вещества могут 

входить в комбинированные лекарственные формы, а также они достаточно 

сильно различаются между собой по полярности, изократическое элюирование 

становится для них нецелесообразным. При анализе применяли градиентный 

режим элюирования 2000 мкл от 5% до 35% ацетонитрила, условия которого 

подобраны экспериментально.  

Для регистрации УФ спектров использовали растворы РСО в воде 

очищенной с концентрацией 1 мг/мл. Регистрацию спектров проводили на 

отрезке длин волн 190 – 360 нм с шагом 2 нм. Для удобства УФ спектры 

нормировали, так как такой спектр не зависит от концентрации соединения. 

Величину поглощения (Ах) при длине волны х делили на величину поглощения 

(Абаз) при базовой длине волны (баз). В качестве базовой для нормирования 

спектров выбрана длина волны 210 нм (для удобства выбирается длина волны 

максимального поглощения или близкая к ней). Нормированные УФ спектры 

исследуемых соединений приведены на рисунках 18-20. 

200 240 280 320 360
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Рисунок 18 −  Нормированный УФ спектр абакавира  
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Рисунок 19 − Нормированный УФ спектр зидовудина 
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Рисунок 20 − Нормированный УФ спектр ламивудина  

В таблице 32 приведены максимумы и минимумы поглощения абакавира, 

ламивудина и зидовудина. 

Таблица 32 − Длины волн максимального и минимального поглощения 

исследуемых лекарственных веществ  

Определяемое соединение мах, нм мin, нм 

Абакавир 258, 296 (210-230 плато) 242, 272 

Зидовудин 214, 272 236 

Ламивудин 212, 280 242 
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В качестве аналитических были выбраны длины волн с максимумами 

поглощения или близкие к ним (270, 280 и 300 нм). Дополнительные длины волн 

(230, 240, 260, 310 и 330 нм) применяли при расчете спектральных отношений, 

использование которых значительно повышает точность определения 

исследуемых веществ в пробах. Спектральные отношения для испытуемых 

соединений, рассчитанные как отношение площадей пиков, зарегистрированных 

при длинах волн х и 300  (для абикавира), 270  (для зидовудина), 280  (для 

ламивудина),  приведены в таблицах 33 – 35 при их индивидуальном 

определении и в таблице 36 – при совместном. При совместном определении 

абакавира, зидовудина и ламивудина в качестве базовой выбрана длина волны 

280 нм, т.к. она наиболее близка к максимумам поглощения определяемых 

соединений. 

Таблица 33−  Спектральные отношения для абакавира  

Определяемое 

соединение 

Время 

удерживания, 

TR, мкл 

Спектральное отношение, А(х)/А(300) 

А230/ 

А300 

А240/ 

А300 

А260/ 

А300 

А270/ 

А300 

А280/ 

А300 

А310/ 

А300 

А330/ 

А300 

Абакавир        1425 1.108 0.549 0.746 0.513 0.621 0.601 0.008 

Таблица 34 − Спектральные отношения для зидовудина 

Определяемое 

соединение 

Время 

удерживания, 

TR, мкл 

Спектральное отношение, А(х)/А(270) 

А230/ 

А270 

А240/ 

А270 

А260/ 

А270 

А280/ 

А270 

А300/ 

А270 

А310/ 

А270 

А330/ 

А270 

Зидовудин 1230 0.322 0.302 0.925 0.680 0.022 0.002 0.000 

Таблица 35 − Спектральные отношения для ламивудина 

Определяемое 

соединение 

Время держивания, 

TR, мкл 
Спектральное отношение, А(х)/А(280) 

А230/ 

А280 

А240/ 

А280 

А260/ 

А280 

А270/ 

А280 

А300/ 

А280 

А310/ 

А280 

А330/ 

А280 

Ламивудин 774 0.308 0.146 0.473 0.808 0.241 0.014 0.000 

Таблица 36 − Спектральные отношения для абакавира, зидовудина и 

ламивудина при их совместном присутствии 

Определяемое 

соединение 

Время удерживания, 

TR, мкл 
Спектральное отношение, А(х)/А(280) 

А230/ 

А280 

А240/ 

А280 

А260/ 

А280 

А270/ 

А280 

А300/ 

А280 

А310/ 

А280 

А330/ 

А280 

Абакавир 1425 1.784 0.884 1.202 0.825 1.610 0.967 0.013 

Зидовудин 1230 0.469 0.442 1.360 1.475 0,032 0.003 0.001 

Ламивудин 774 0.308 0.146 0.473 0.808 0.241 0.014 0.000 
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На рисунках 21 - 23 представлены хроматограммы стандартных растворов 

испытуемых соединений, на рисунке 24 - стандартного раствора, состоящего из 

трех компонентов. При рассмотрении представленных рисунков видно, что все 

испытуемые соединения полностью отделены друг от друга. Представленная 

ранее форма градиента дает возможность определять любые комбинации 

испытуемых лекарственных веществ.  

 

Рисинок 21 −  Хроматограмма стандартного раствора абакавира в воде 

очищенной в концентрации 1,0 мг/мл 

 

Рисунок 22 − Хроматограмма стандартного раствора зидовудина в воде 

очищенной в концентрации 1,0 мг/мл.  
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Рисунок 23 −  Хроматограмма стандартного раствора ламивудина в воде 

очищенной в концентрации 1,0 мг/мл.  

 

Рисунок 24 − Хроматограмма стандартного раствора смеси веществ в 

воде очищенной 1 – ламивудин, 2 – зидовудин; 3 – абакавир 

Подобранные условия использовались для определения количества 

абакавира, зидовудина и ламивудина в таблетированной лекарственной форме. 

Приготовление стандартного раствора абакавира: точную навеску 
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мл, растворяли в 30 мл воды очищенной, доводили объем колбы эти же 

растворителем до отметки, взбалтывают.  

Количественное определение абакавира в лекарственной форме по 0,30 г. 

методом ВЭЖХ: одну таблетку, покрытую оболочкой, вносили в колбу 

емкостью 500 мл, растворяли в 300 мл воды очищенной, доводили водой 

очищенной до отметки, взбалтывали. 1 мл полученного раствора переносили в 

пробирку и центрифугировали в течение 5 мин при 13400 оборотов/в минуту, 

охлаждали.  

Последовательно проводят хроматографирование по 2 мкл испытуемого 

раствора и раствора сравнения в системе, состоящей из двух элюентов: 1 − 4 М 

лития перхлорат и 0,1 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 2000 

мкл с линейным увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 

35% при скорости элюента 100 мкл/мин и  температуре 35˚С. УФ детектор 300 

нм. Ориентировочное время удерживания для пика абакавира около 8,6 мин. 

Приготовление стандартного раствора зидовудина: точную навеску 

субстанции зидовудина (около 0,1000 г) вносили в мерную колбу емкостью 100 

мл, растворяли в 30 мл воды очищенной, доводили объем колбы эти же 

растворителем до отметки. Объем пробы – 2 мкл. 

Методика количественного определения зидовудина в таблетированной 

лекарственной форме по 0,30 г. методом ВЭЖХ: точную навеску растертых 

таблеток зидовудина (0,1000) г вносили в мерную колбу емкостью 100 мл, 

растворяли в 50 мл воды очищенной, доводили до отметки этим же 

растворителем, взбалтывали. 1 мл приготовленного раствора переносили в 

пробирку и центрифугировали в течение 5 мин. при 13200 оборотов/в минуту.  

Последовательно проводят хроматографирование по 2 мкл испытуемого 

раствора и раствора сравнения в системе, состоящей из двух элюентов: 1 − 4 М 

лития перхлорат и 0,1 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 2000 

мкл с линейным увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 
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35% при скорости элюента 100 мкл/мин и  температуре 35˚С.  УФ детектор 270 

нм. Ориентировочное время удерживания для пика зидовудина около 8,1 мин. 

Приготовление стандартного раствора ламивудина: точную навеску 

субстанции ламивудина (около 0,1000 г) вносили в мерную колбу емкостью 100 

мл, растворяли в 30 мл воды очищенной, доводили объем колбы эти же 

растворителем до отметки. Объем пробы – 2 мкл. 

 Методика количественного определения ламивудина в таблетированной 

лекарственной форме по 0,15 г. методом ВЭЖХ: точную навеску растертых 

таблеток ламивудина (0,1000) г переносили в мерную колбу емкостью 100 мл, 

растворяли в 50 мл воды очищенной, доводили до отметки этим же 

растворителем, взбалтывали. 1 мл приготовленного раствора переносили в 

пробирку и центрифугировали в течение 5 мин. при 13200 оборотов/в минуту.  

Последовательно проводят хроматографирование по 2 мкл испытуемого 

раствора и раствора сравнения в системе, состоящей из двух элюентов: 1 − 4 М 

лития перхлорат и 0,1 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 2000 

мкл с линейным увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 

35% при скорости элюента 100 мкл/мин и  температуре 35˚С. УФ детектор 280 

нм. Ориентировочное время удерживания для пика ламивудина около 4,6 мин. 

На рисунках 25-27 приведены хроматограммы таблетированных 

лекарственных форм абакавира, зидовудина и ламивудина. 

 

Рисунок 25 − Хроматограмма абакавира в таблетированной лекарственной 

форме, покрытых оболочкой по 0,30 г 
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Рисунок 26 − Хроматограмма зидовудина в таблетированной лекарственной 

форме по 0,30 г 

 

Рисунок 27 − Хроматограмма ламивудина в таблетированной лекарственной 

форме по 0,15 г 

Результаты количественного определения абакавира, зидовудина и 

ламивудина в таблетированной лекарственной форме, полученные с 

использованием разработанной методики, приведены в таблице 37. 

Проведена валидация разработанной методики по показателям, 

представленным в таблице 38. 

Были изготовлены модельные образцы таблеточной массы абакавира, 

зидовудина и ламивудина с тремя уровнями концентраций (от 80 до 120%) от 

указанного в лекарственных формах и проведена проверка правильности 

рассматриваемых методик (табл. 38). 
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Таблица 37 − Результаты количественного определения абакавира, 

ламивудина, зидовудина в таблетированной лекарственной форме методом 

ВЭЖХ 

Лекарственная форма № серии , г 

Метрологические характеристики 

(n=9, P=95%) 

,% S2 S S    Е% Sr 

Абакавир  

таблетки 300 мг 

1411116 0,3102 103,40 1,98 1,41 0,47 1,11 0,11 0,014 

1010815 0,3012 100,40 1,21 1,10 0,37 0,87 0,87 0,011 

1411117 0,2969 98,97 1,53 1,24 0,41 0,97 0,98 0,013 

Ламивудин 

таблетки 150 мг 

3821016 0,1449 96,60 2,06 1,44 0,48 1,13 1,17 0,015 

3681016 0,1462 97,47 2,73 1,65 0,55 1,30 1,33 0,017 

3611016 0,1502 100,13 2,25 1,50 0,50 1,18 1,18 0,015 

Зидовудин  

таблетки 300 мг 

711016 0,2949 98,30 1,95 1,40 0,47 1,11 1,13 0,014 

701016 0,3084 102,80 2,02 1,42 0,47 1,11 1,08 0,014 

691016 0,2978 99,27 1,87 1,37 0,46 1,09 1,10 0,013 

 

Таблица 38 – Результаты проверки правильности методики определения 

абакавира, зидовудина и ламивудина в таблетированной лекарственной форме 

методом ВЭЖХ 

Содержание в % 

ВЭЖХ 
Допустимое 

Е, % 
абакавир 

1 2 3 Е, % 

80 80,16 80,03 79,74 0,68 < 2% 

100 100,06 99,78 99,59 0,60 < 2% 

120 120,11 120,73 119,98 084 < 2% 

зидовудин 

 1 2 3 Е, %  

80 80,44 80,17 80,81 1,01 < 2% 

100 100,01 100,25 99,72 0,67 < 2% 

120 120,12 120,48 119,83 0,69 < 2% 

ламивудин 

 1 2 3 Е, %  

80 80,05 79,54 79,93 0,85 < 2% 

100 100,09 99,84 100,25 0,52 < 2% 

120 120,05 120,27 120,49 0,46 < 2% 

 

Линейность метода оценивали, анализируя растворы модельных образцов 

с различными концентрациями абакавира, зидовудина и ламивудина (табл.39-41 

и рис.28-30 соответственно). 

  

Х

Х х Х
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Таблица 39  −  Данные для построения градуировочной зависимости 

абакавира 

Концентрация 

раствора, мг/мл 
Площадь пика Средняя площадь пика 

             1,0 77,43; 78,01; 78,91 78,12 

             0,5 39,38; 40,10; 40,17 39,88 

             0,25 19,73; 20,39; 20,41 20,18 

             0,1 8,35; 8,20; 8,21 8,25 

             0,05 4,15; 4,40; 4,37 4,31 

 

 

Рисунок 28 −  Градуировочная зависимость площади пика абакавира от его 

концентрации 

Таблица 40 − Данные для построения градуировочной зависимости зидовудина 

Концентрация 

раствора, мг/мл 
Площадь пика Средняя площадь пика 

      1,0 69.13; 69.72; 70.25        69,7 

      0,5 35.56; 36.74; 35.00        35,77 

      0,2 17.72; 17.16; 17.75        17,54 

      0,1 7.11; 6.91; 7.11        7,04 

      0,05 3.57; 3.94; 4.81        4,11 
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Рисунок 29 − Градуировочная зависимость площади пика зидовудина от 

его концентрации  

Таблица 41 −  Данные для построения градуировочной зависимости 

ламивудина 

Концентрация 

раствора, мг/мл 
Площадь пика Средняя площадь пика 

1,0 112,48; 114,73; 115,96               114,39 

0,5 56,26; 58,31; 58,98                57,85 

0,25 29,93; 29,68; 29,99                29,87 

0,1 12,21; 11,96; 11,96                12,04 

0,05 6,01; 6,55; 6,17                6,24 

 

 

Рисунок 30 − Градуировочная зависимость площади пика ламивудина от 

его концентрации 
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В таблице 42 представлены результаты проведения валидации 

предложенных методик количественного определения абакавира, ламивудина, 

зидовудина в таблетированной лекарственной форме методом ВЭЖХ. 

Данные, представленные в таблице 42, свидетельствуют о том, что 

методики могут применяться для анализа. 

Таблица 42 − Результаты проведения валидационной оценки методик 

количественного определения абакавира, ламивудина, зидовудина в 

таблетированной лекарственной форме методом ВЭЖХ 

Критерии 
Допустимые 

значения 

Полученные данные 

абакавир ламивудин зидовудин 

Специфичность  
Методика 

специфична 

Методика 

специфична 

Методика 

специфична 

                 Пригодность хроматографической системы 

Эффективность 

колонки 

не менее 

3000 т.т. 
3500 т.т. 3500 т.т. 3500 т.т. 

Коэффициент 

асимметрии пика 
не более 1,5 1,0 0,84 1,02 

Сходимость 

Воспроизводимость 

   RSD≤ 2,0% 

RSD≤ 3,0% 

1,47 

2,11 

1,94 

2,32 

1,33 

1,96 

Правильность 
tвыч < tтаб 

(tтабл =2,36), n=9 
1,09 0,26 1,60 

Линейность  r ≥ 0,990 
0,999 

y = 78.59x 

0,999 

y = 114.9x 

0,999 

y = 70.09x 

Стабильность  индивидуально В течение суток 

 

Представленные методики количественного определения абакавира, 

ламивудина, зидовудина в лекарственных формах методом высокоэффективной 

жидкостной хроматографии с УФ-детекцией на хроматографе отечественного 

производства «Милихром А-02» характеризуется селективностью, 

экспрессностью и правильностью. Кроме того, такие вспомогательные вещества 

как целлюлоза, карбоксиметилкрахмал натрия, магния стеарат и другие, которые 

обычно присутствуют в препаратах, не мешают определению. 

Представленную методику далее применили для количественной оценки 

ламивудина и зидовудина в таблетированной лекарственной форме 

«Дизаверокс». 
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Приготовление стандартного раствора зидовудина: точную навеску 

субстанции зидовудина (около 0,1000 г) вносили в мерную колбу емкостью 100 

мл, растворяли в 30 мл воды очищенной, доводили объем колбы эти же 

растворителем до отметки. Объем пробы – 2 мкл. 

Приготовление стандартного раствора ламивудина: точную навеску 

субстанции ламивудина (около 0,1000 г) вносили в мерную колбу емкостью 100 

мл, растворяли в 30 мл воды очищенной, доводили объем колбы эти же 

растворителем до отметки. Объем пробы – 2 мкл. 

 Методика количественного определения ламивудина в таблетированной 

лекарственной форме «Дизаверокс» методом ВЭЖХ: точную навеску растертых 

таблеток (0,400) г переносили в мерную колбу емкостью 100 мл, растворяли в 

50 мл воды очищенной, доводили до отметки этим же растворителем, 

взбалтывали. 1 мл приготовленного раствора переносили в пробирку и вносили 

в центрифугу на 5 минут при 13200 оборотов/в минуту.  

Последовательно проводят хроматографирование по 2 мкл испытуемого 

раствора и растворов сравнения в системе, состоящей из двух элюентов: 1 − 4 М 

лития перхлорат и 0,1 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 2000 

мкл с линейным увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 

35% при скорости элюента 100 мкл/мин и  температуре 35˚С. УФ детектор 280 

нм. Ориентировочное время удерживания для пика зидовудина 8,1 мин, а для 

пика ламивудина 4,6 мин. 

Таблица 43 − Результаты количественной оценки ламивудина и 

зидовудина в таблетированной лекарственной форме «Дизаверокс» методом 

ВЭЖХ 

Компонент , г , % 

Метрологические характеристики 

(n=10, P=95%) 

S2 S S  Х, % Е% Sr 

Зидовудин 

 
0,3018 100,62 1,63 1,28 0,41 0,93 0,92 0,013 

Ламивудин 

 
0,1485 99,00 2,56 1,60 0,51 1,15 1,16 0,016 

 

Х Х
х
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Проведена сравнительная оценка результатов количественной оценки 

абакавира, ламивудина и зидовудина в таблетированной лекарственной форме 

методами ВЭЖХ и СФ с использованием оптических образцов сравнения 

(таблицы 10, 17, 24, 29, 37, 40). Оба метода дают сопоставимые результаты, 

которые соответствуют требованиям НД. 

Результаты проведенных исследований опубликованы в работах [19; 20; 

30]. 

Разработанные методики рекомендованы для включения в НД на 

исследуемые лекарственные формы в качестве альтернативы.  

 

Выводы по главе 

1.  Оптимизированы условия спектрофотометрического определения 

абакавира, ламивудина и зидовудина (оптимальный растворитель: 0,1М раствор 

HCL для абакавира, ламивудина и зидовудина; аналитическая длина волны: 297 

нм для абакавира, 279 нм для ламивудина, 267 нм для зидовудина; оптические 

образцы сравнения: сульфосалициловая кислота и калия гексацианоферратдля 

абакавира, 4,4 ‵- диоксифталофенон и бензойная кислота для ламивудина, калия 

бихромат и калия гексацианоферратдля зидовудина; уравнение линейности: y = 

40,438x-0,0049; R² = 0,9999 – для абакавира, y = 1,1854x - 0,0076; R2 = 0,9994 – 

для ламивудина, y = 59,271х - 0,0076; R2 = 0,9994 – для зидовудина). 

2.  Разработаны унифицированные методики 

спектрофотометрического определения абакавира, ламивудина и зидовудина в 

субстанции и лекарственных формах с использованием оптических образцов 

сравнения бензойной кислоты, 4,4 ‵- диоксифталофенона, сульфосалициловой 

кислоты, калия бихромата, калия гексацианоферрата. Относительная ошибка 

определения не превышает 1,79% – для таблеток, 0,99% – для субстанций. 

3. Проведена валидационная оценка методик определения абакавира, 

ламивудина и зидовудина в субстанциях и лекарственных формах методом СФ с 

использование оптических образцов сравнения по критериям: правильность, 

воспроизводимость, сходимость, специфичность, аналитическая область 
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методики, линейность результатов. Результаты свидетельствуют о пригодности 

предложенных методик для количественного определения абакавира, 

ламивудина и зидовудина в субстанции и лекарственных формах. 

4. Разработана методика количественного определения зидовудина и 

ламивудина в таблетированной лекарственной форме «Дизаверокс» методом 

производной СФ. Погрешность определения зидовудина не превышает 0,91%, 

ламивудина − 1,68%. 

5.  Определены оптимальные условия анализа абакавира, ламивудина и 

зидовудина методом ВЭЖХ (колонка ProntoSIL-120-5-C18 AQ, элюент 1 – 4 M 

лития перхлорат – 0,1 М хлорная кислота (5: 95) (рН 2,8); элюент 2 – 

ацетонитрил, режим элюирования – градиентный (2000 мкл от 5% Б до 35% Б), 

скорость потока элюента – 100 мкл/мин, температура колонки – 35oC, объем 

пробы 2 мкл. Ориентировочные времена удерживания для пика абакавира 8,6 

мин, зидовудина 8,1 мин, а для пика ламивудина 4,6 мин. 

6.   Разработаны методики количественного определения абакавира, 

ламивудина и зидовудина в лекарственных формах методом ВЭЖХ с 

использованием микроколоночного жидкостного хроматографа. Погрешность 

определения не превышает 1,33 %. 

7.  Проведена сравнительная оценка методик 

спектрофотометрического и хроматографического (ВЭЖХ) количественного 

определения абакавира, ламивудина и зидовудина в лекарственных формах, 

которая показала, что оба метода дают сопоставимые результаты и могут быть 

предложены, как альтернативные для количественного определения 

действующих веществ в лекарственных формах. 

8. Разработаны проекты изменений НД на субстанции и ЛФ абакавира, 

ламивудина и зидовудина с внесением разработанных методик в показатели 

«Количественное определение». 
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ГЛАВА 4.  РАЗРАБОТКА УСЛОВИЙ ЭКСТРАКЦИИ 

АБАКАВИРА, ЛАМИВУДИНА И ЗИДОВУДИНА 

ИЗ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТОВ 

ХТА биологического материала и вещественных доказательств на наличие 

отравляющих веществ включает несколько этапов. Выделение отравляющего 

вещества из биологического материала является одной из самых основных задач 

ХТА. Наиболее лучшим, получившим большое распространение и дешевым 

методом экстракции отравляющих веществ из биологического материала самого 

разного происхождения является ЖЖЭ. Также ЖЖЭ можно предложить для 

экстракции токсических веществ из трупного материала [81; 93].  

Следует отметить, что в доступной нам литературе нет данных о методах 

экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина из биологических объектов. 

Следовательно, существует необходимость разработать условия экстракции 

абакавира, ламивудина и зидовудина из биологических объектов для целей 

химико-токсикологического анализа.  

С целью получения максимального выхода отравляющих веществ из 

биологического материала важно подобрать наилучшие условия их экстракции, 

которые зависят от нескольких факторов: природа органического растворителя, 

рН среды, наличие электролита, время и кратность экстракции.  

Изучили вклад каждого фактора на экстракцию абакавира, ламивудина и 

зидовудина из водных растворов. Степень извлечения исследуемых веществ 

определяли методом СФ. Условия СФ определения разработаны ранее и описаны 

в главе 3. При выборе растворителя для более полного выхода испытуемых 

веществ необходимо проанализировать растворимость абакавира, ламивудина и 

зидовудина в органических растворителях и воде. Найденные в литературных 

источниках данные свидетельствуют о том, что абакавир и ламивудин хорошо 

растворимы в воде, а зидовудин умеренно растворим в воде и хорошо растворим 

в спирте этиловом 95%. В связи с этим в качестве растворителя для 

приготовления исходных растворов абакавира и ламивудина использовали воду 
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очищенную. Зидовудин растворяли в спирте этиловом 95%, а далее доводили до 

нужного объема водой очищенной.  

В качестве экстрагентов применяли не смешивающиеся с водой 

органические растворители, наиболее часто применяемые в ХТА: трихлорметан, 

дихлорметан, бензол, петролейный эфир, этилацетат. 

Фактором, значительно влияющим на процесс экстракции, является рН 

среды. Изменение pH среды ведет к изменению количества ионов и молекул 

исследуемых веществ в растворе, а в органический растворитель может 

переходить только молекулярная форма вещества.  Значения рН от 1 до 13 

изменяли, добавляя либо 0,1 М раствор HCL, либо аммиака раствор 

концентрированный 25% до необходимого значения рН.  

Абакавир − производное пурина N-гликозидной структуры, представляет 

собой соль, построенную по типу аммония. Изменение рН, предположительно, 

будет влиять на ионизацию абакавира, а следовательно, на способность 

изолироваться в органический растворитель.  Ламивудин − нуклеозид 

аминопиридина, протонизация которого зависит от рН. Экспериментально 

установлено, что добавление спирта этилового 75% способствует более полному 

переходу молекулярной формы ламивудина в органическую фазу.  

Зидовудин, имеющий в основе структуры азидотимидин, обладает 

кислотными свойствами за счет имидо-имидольной таутомерии. 

Протонирование зидовудина зависит от значения рН. Варьируя рН, можно 

влиять на ионизацию молекулы зидовудина, а следовательно, на его переход в 

органический растворитель. В ходе экспериментальной работы необходимо 

определить рН и органический растворитель, при которых абакавир, ламивудин 

и зидовудин будут максимально изолироваться.   

Добавление электролита может увеличить переход экстрагируемого 

вещества в органический растворитель вследствие обмена молекул воды из 

ближайшего окружения молекул экстрагируемого вещества на молекулы 

органического растворителя, а также электролит изменяет ионную силу 

раствора, что способствует переходу вещества в экстрагент [53] 
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4.1 Выбор органического растворителя и рН среды для экстракции 

абакавира, ламивудина и зидовудина 

На этапе отбора растворителей органической природы и требуемого 

значения рН среды для экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина провели 

экстракция испытуемых веществ трихлорметаном, дихлорметаном, бензолом, 

петролейный эфиром, этилацетатом при всевозможных значениях рН.  

Методика экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина: по 1 мл 

раствора абакавира, ламивудина приготовленных с использованием воды 

очищенной, а зидовудина  в спирте   этиловом 95%  вносили в коническую колбу, 

прибавляли 1 мл спирта этилового 75 % для ламивудина,  0,1 М раствор HCL до 

рН 6; 5; 4; 3; 2; 0 или  аммиака раствор концентрированный 25% до рН 8; 9; 10; 

11; 12; 13; 14 и 3 мл растворителя органической природы. Содержимое колбы 

взбалтывали и вносили в делительную воронку. После разделения фаз отделяли 

слой растворителя. Испытуемый растворитель удаляли при комнатной 

температуре. Сухие остатки абакавира и ламивудина, полученные после 

испарения растворителя органической природы, растворяли в 20 мл воды 

очищенной. Сухой остаток зидовудина растворяли в 5 мл спирта этилового 95% 

и доводили до 20 мл водой очищенной.  1 мл полученного раствора вносили в 

мерную колбу емкостью 50 мл и доводили 0,1 М раствором HCL до отметки. 

Количественную оценку выхода испытуемых веществ в процессе 

экстракции определяли СФ методом с использованием ООС, методики которого 

приведены в главе 3.  

Результаты эксперимента по выбору оптимального растворителя 

органической природы и рН среды для экстракции испытуемых веществ 

представлены на рисунках 31-33. 
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Рисунок 31 – Выход абакавира в зависимости от рН среды и растворителя 

органической природы 

Из рисунка 31 видно, что наиболее оптимальным растворителем 

органической природы для экстракции абакавира из растворов является 

трихлорметан, который экстрагирует абакавир при рН 8 в самом большем 

количестве. В бензол абакавир практически не извлекается.  

 

Рисунок 32 – Выход ламивудина в зависимости от рН среды и природы 

растворителя 

На основании вышеизложенного можно сказать о том, что оптимальным 

растворителем органической природы для экстракции ламивудина из растворов 

является этилацетат, ламивудин экстрагируется при рН 10 в наибольшем 

количестве.  
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Рисунок 33 − Выход зидовудина в зависимости от природы растворителя и 

значений рН 

Установлено, что наибольшая степень извлечения зидовудина 

наблюдается в дихлорметан при рН 8 и составляет 71,4%, а аименьшая 6,2% при 

рН 2 в эфире (рисунок 31). 

 

4.2 Исследование влияния электролитов на степень экстракции абакавира, 

ламивудина и зидовудина 

Добавление электролитов может оказывать высаливающий эффект за счет 

уменьшения растворимости изолируемых веществ в воде. Можно сделать 

предположение, что в таком случае степень экстракции абакавира, ламивудина 

и зидовудина растворителем органической природы будет увеличиваться.  

Изучено влияние растворов NaCI 20%, NaCI насыщенного, Na2SO4 5%, 

Na2SO4 насыщенного, (NH4)2SO4 20%, (NH4)2SO4, насыщенного на экстракцию 

абакавира, ламивудина и зидовудина из растворов.   

Методика экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина: 1 мл раствора 

абакавира, ламивудина приготовленного на воде очищенной, а зидовудина  на  

спирте   этиловом 95% и воде очищенной вносили в коническую колбу емкостью 

25 мл, добавляли 1 мл спирта этилового 75 % для ламивудина,  аммиака раствор 

концентрированный 25% до рН 8 (абакавир, зидовудин), до рН 10 (ламивудин),  

1 мл электролита и 3 мл растворителя органической природы. Полученный 
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раствор тщательно перемешивали и вносили в делительную воронку. После того 

как фазы разделились сливали слой растворителя органической природы. 

Растворители удаляли при температуре 20˚С. Сухие остатки абакавира и 

ламивудина, полученные после улетучивания растворителя органической 

природы, растворяли в 20 мл воды очищенной. Сухой остаток зидовудина 

растворяли в 5 мл спирта этилового 95 % и доводили до 20 мл водой очищенной.  

1 мл полученного раствора вносили в мерную колбу емкостью 50 мл и доводили 

0,1 М раствором HCL до отметки. Далее проводили количественную оценку 

исследуемых веществ СФ методом (глава 3). 

Результаты экспериментальных исследований представлены в таблице 44. 

Определение проводили 3 раза. 

Таблица 44 − Количество извлекаемого абакавира, ламивудина и 

зидовудина в зависимости от вида электролита  

Электролит 
Степень экстракции, % 

Абакавир Ламивудин Зидовудин 

Без электролита 67,3 67,2 71,4 

NaCI раствор 20% 21,2 38,5 45,3 

NaCI раствор насыщенный 79,4 48,1 50,5 

Na2SO4 раствор 25% 56,5 45,4 54,6 

Na2SO4 раствор насыщенный 80,3 44,6 36,5 

(NH4)2SO4 раствор 20% 62,4 79,5 76,6 

(NH4)2SO4 раствор насыщенный 84,1 36,2 56,4 

 

Анализируя таблицу, можно сделать вывод, что растворы электролитов 

NaCI и (NH4)2SO4 насыщенные повышают переход абакавира в фазу 

трихлорметана. Они обладают высаливающим действием. Всаливающим 

действием для абакавира обладает NaCI раствор 20%. 

Также представленные результаты свидетельствуют о том, что раствор 

аммония сульфат 20% обладает высаливающим действием для ламивудина, он 

повышает степень экстракции ламивудина на 12%. Все остальные электролиты 

обладают всаливающим действием для ламивудина.  
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Экстракцию зидовудина из растворов до 76,9% улучшает 20% раствор 

(NH4)2SO4. 

 

4.3 Исследование влияния времени и кратности на степень экстракции 

абакавира, ламивудина и зидовудина 

Следующей стадией экспериментальных исследований явилось изучение 

влияния времени на степень экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина. 

Методика экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина: 1 мл раствора 

абакавира, ламивудина в воде очищенной, а зидовудина  в  спирте   этиловом 

95% и воде очищенной вносили в коническую колбу емкостью 25 мл, добавляли 

1 мл спирта этилового 75 % для ламивудина,  аммиака раствор 

концентрированный 25% до рН 8 (абакавир, зидовудин) и  рН 10 (ламивудин), 1 

мл (NH4)2SO4  раствора насыщенного (абакавир), (NH4)2SO4  раствора 20% 

(ламивудина, зидовудина) и 3 мл органического растворителя. Содержимое 

колбы взбалтывали в течение 3, 5 или 7 минут и вносили в делительную воронку. 

После разделения фаз отделяли слой органического растворителя. Растворители 

удаляли при комнатной температуре. Сухие остатки абакавира и ламивудина, 

полученные после испарения органического растворителя, растворяли в 20 мл 

воды очищенной. Сухой остаток зидовудина растворяли в 5 мл спирта этилового 

95% и доводили до 20 мл водой очищенной.  1 мл полученного раствора вносили 

в мерную колбу емкостью 50 мл и доводили 0,1 М раствором HCL до отметки. 

Далее проводили количественную оценку исследуемых веществ СФ методом как 

указано в главе 3.  Результаты исследований о влиянии времени экстрагирования 

на степень экстракции исследуемых веществ представлены на рисунке 34. 

Данные рисунка 34 свидетельствуют о том, что варьирование времени 

экстракции от 3 до 7 минут привело к увеличению экстракции ламивудина. Для 

абакавира и зидовудина увеличение степени экстракции не произошло, 

следовательно, для них оптимальными для экстрагирования являются 3 минуты.  
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Рисунок 34 – Степень извлечения абакавира, ламивудина и зидовудина в 

зависимости от времени экстракции. 

При поступлении новых порций органического растворителя может 

увеличиватся степень извлечения вещества. Для изучения влияния кратности на 

степень экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина органическим 

растворителем из раствора провели шесть параллельных исследований, 

результаты которых представлены в таблице 41. 

Методика экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина: 1 мл раствора 

абакавира, ламивудина в воде очищенной, а зидовудина  в  спирте   этиловом 

95% и воде очищенной вносили в коническую колбу емкостью 25 мл, добавляли 

1 мл спирта этилового 75 % для ламивудина, аммиака раствор 

концентрированный 25% до рН 8 (абакавир, зидовудин) и  рН 10 (ламивудин),  1 

мл (NH4)2SO4  раствора насыщенного (абакавир) и (NH4)2SO4  раствора 20% 

(ламивудин и зидовудин) и 3 мл органического растворителя. Содержимое 

колбы взбалтывали в течение 3 минут (абакавир, зидовудин), 7 минут 

(ламивудин) и вносили в делительную воронку. Экстракцию проводили 

однократно 3 мл трихлорметана (абакавир) и трехкратно порциями этилацетата 

(ламивудин) и дихлорметана (зидовудин).  После разделения фаз отделяли слой 

органического растворителя. Растворители удаляли при комнатной температуре. 

Сухие остатки абакавира и ламивудина, полученные после испарения 

органического растворителя, растворяли в 20 мл воды очищенной. Сухой 

остаток зидовудина растворяли в 5 мл спирта этилового 95% и доводили до 20 
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мл водой очищенной.  1 мл полученного раствора вносили в мерную колбу 

емкостью 50 мл и доводили 0,1 М раствором HCL до отметки. Далее проводили 

количественное определение исследуемых веществ СФ методом как указано в 

главе 3. 

Таблица 45 – Степень извлечения абакавира, ламивудина и зидовудина в 

зависимости от кратности экстракции 

Вещество однократно двукратно трехкратно 

абакавир 84,1 84,3 84,4 

ламивудин 81,3 82,8 85,7 

зидовудин 76,6 87,7 89,3 

 

На основании результатов, представленных в таблице 41, сделали вывод, 

что на экстракцию абакавира кратность экстракции не влияет, а для ламивудина 

и зидовудина наилучшей является трехкратная экстракция. 

 

4.4 Изучение экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина из 

модельного образца мочи 

Основываясь на проведенных исследованиях, была разработана методика 

экстракции абакавира, ламивудина и зидовудина из модельного образца мочи. 

Моча была выбрана в качестве объекта анализа, так как она требует 

минимальной пробоподготовки, компоненты мочи не влияют на процесс 

экстракции, а все исследуемые нами вещества выводятся с мочой.  

В процессе создания модельного образца мочи были использованы дозы 

препаратов, увеличенные относительно терапевтической дозы в 2, 3 или 4 раза. 

Методика экстракции абакавира из модельного образца мочи: в колбу 

емкостью 100 мл вносили 50 мл мочи, содержащей раствор таблеток абакавира 

в воде очищенной, настаивали в течение 24 часов при комнатной температуре и 

периодическом перемешивании. 1 мл модельного образца мочи вносили в 

коническую колбу объёмом 25 мл, добавляли аммиака раствор 

концентрированный 25% до рН 8, 1 мл насыщенного раствора (NH4)2SO4 и 3 мл 

трихлорметана.  Содержимое колбы взбалтывали в течение 3 минут и вносили в 
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делительную воронку. После разделения фаз сливали слой трихлорметана, 

который далее удаляли при температуре 20˚С. Сухой остаток, растворяли в 20 мл 

воды очищенной. 1 мл полученного раствора вносили в колбу емкостью 50 мл и 

доводили объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL. Измеряли оптическую 

плотность приготовленного раствора при 297 нм. В качестве раствора сравнения 

использовали 0,1 М раствор HCL. Одновременно измеряли оптическую 

плотность ООС. Методика приготовления ООС калия гексацианоферрата и 

сульфосалициловой кислоты описана в главе 3.  

Результаты оценки экстракции абакавира из модельного образца мочи 

представлены в таблице 46, 47. 

Таблица 46 – Оценка экстракции абакавира из модельного образца мочи 

СФ методом по калия гексацианоферрату 

Количество, мг Извлечено, % Метрологические характеристики 

600 
79,08;  74,88;  80,30; 

75,15;  72,73;  76,40; 

х̅ = 76,42%;  % Sх̅ = 1,15;  

ΔХ = 2,82;   ε = 3,69% 

900 
86,72;  86,20;  83,75;  

78,89;  80,11;  77,72;  

х̅ = 82,23%;    Sх̅ =1,57; 

ΔХ = 3,85;   ε = 0,58%; 

1200 
74,18;  62,86;  57,39; 

63,72;  59,98;  68,80; 

х̅ = 64,32%;   Sх̅ = 2,52;  

ΔХ = 6,17;   ε = 9,59%; 

 

Таблица 47 – Оценка извлечения абакавира из модельного образца мочи 

СФ методом по сульфосалициловой кислоте 

Количество, мг Извлечено, % Метрологические характеристики 

600 
74,53;  82,10;  79,15; 

80,46;  73,17;  81,96; 

х̅ = 78,56%;  % Sх̅ = 1,54;  

ΔХ = 3,95;   ε = 5,03% 

900 
85,30;  86,70;  84,25;  

80,11;  89,13;  87,25;  

х̅ = 85,46%;    Sх̅ =1,27; 

ΔХ = 3,26;   ε = 3,82%; 

1200 
74,28;  63,15;  58,19; 

65,25;  60,87;  69,16; 

х̅ = 65,15%;   Sх̅ = 2,38;  

ΔХ = 6,12;   ε = 9,39%; 

 

Из таблиц видно, что в экстрактах из модельных образцов мочи 

обнаруживается от 57,39 до 87,25 % абакавира. 
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Методика экстракции ламивудина из модельного образца мочи: в колбу 

емкостью 100 мл вносили 50 мл мочи, содержащей водный раствор растертых 

таблеток ламивудина, настаивали в течение 24 часов при 20˚С при 

периодическом взбалтывании. 1 мл модельного образца мочи вносили в колбу 

емкостью 25 мл, добавляли 1 мл спирта этилового 75%, аммиака раствор 

концентрированный 25% до рН 10, 1 мл насыщенного раствора Na2SO4 и 3 мл 

этилацетата. Содержимое колбы взбалтывали в течение 7 минут и вносили в 

делительную воронку. После разделения фаз отделяли слой этилацетата. 

Экстрагировали трехкратно каждый раз используя 3 мл этилацетата, извлечения 

объединяли. Этилацетат удаляли при температуре 20˚С. Сухой остаток, 

полученный после испарения этилацетата, растворяли в 20 мл воды очищенной. 

Далее 1 мл полученного раствора вносили в колбу емкостью 50 мл и доводили 

до отметки 0,1 М раствором HCL. Измеряли оптическую плотность 

приготовленного раствора на спектрофотометре при длине волны 279 нм. В 

качестве раствора сравнения использовали 0,1 М раствор HCL. Последовательно 

измеряли оптическую плотность растворов оптических образцов сравнения 

бензойной кислоты и 4,4‵-диоксифталофенона. Методика приготовления 

растворов оптических образцов сравнения бензойной кислоты и 4,4‵- 

диоксифталофенона описана в главе 3. 

Результаты оценки экстракции ламивудина из модельного образца мочи 

представлены в таблице 48, 49. 

Таблица 48 – Оценка извлечения ламивудина из модельного образца мочи 

СФ методом по бензойной кислоте 

Количество, мг Извлечено, % Метрологические характеристики 

300 
62,40;  60,10; 62,30; 

68,10;  69,15; 67,06; 

х̅ = 64,85%;  Sх̅ = 1,52;  

              ΔХ = 3,89;    ε = 6,01% 

600 
60,86;  60,30;  69,70;  

68,90;  66,40;  66,48;  

х̅ = 65,44%;    Sх̅ =1,63; 

ΔХ = 4,18;   ε = 6,39%; 

1200 
65,12;  64,03;  62,36; 

62,66;  63,45;  61,07; 

х̅ = 63,12%;   Sх̅ = 0,58;  

ΔХ = 1,48;   ε = 2,3%; 
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Таблица 49 – Оценка извлечения ламивудина из модельного образца мочи 

СФ методом по 4,4‵- диоксифталофенону 

Количество, мг Извлечено, % Метрологические характеристики 

300 
63,12;  69,11; 65,78; 

67,29;  63,01; 62,82; 

х̅ = 65,19%;  Sх̅ = 1,08;  

              ΔХ = 2,77;    ε = 4,24% 

600 
60,26;  69,15;  68,78;  

63,90;  65,15;  68,23;  

х̅ = 65,91%;    Sх̅ =1,42; 

ΔХ = 3,65;   ε = 5,54%; 

1200 
61,25;  65,16;  67,18; 

66,50;  69,15;  68,45; 

х̅ = 66,28%;   Sх̅ = 1,16;  

ΔХ = 2,98;   ε = 4,50%; 

 

Из таблицы видно, что в извлечении из модельного образца мочи 

обнаруживается от 60,10 до 69,70 % ламивудина. 

Методика экстракции зидовудина из модельного образца мочи: в колбу 

емкостью 100 мл вносили 50 мл мочи, содержащей спиртовой раствор растертых 

таблеток зидовудина, настаивали в течение 24 часов при температуре 20˚С и 

периодическом перемешивании.  1 мл модельного образца мочи вносили в колбу 

емкостью 25 мл, добавляли аммиака раствор концентрированный 25% до рН 8, 1 

мл насыщенного раствора (NH4)2SO4 и 3 мл дихлорметана. Содержимое колбы 

взбалтывали в течение 3 минут и вносили в делительную воронку. После 

разделения фаз отделяли слой дихлорметана. Экстрагировали трехкратно, 

каждый раз используя 3 мл дихлорметана, извлечения объединяли.  Дихлорметан 

удаляли при температуре 20˚С. Сухой остаток, полученный после испарения 

дихлорметана, растворяли в 5 мл спирта этилового 95 % и добавляли 15 мл воды 

очищенной. 1 мл полученного раствора вносили в колбу емкостью 50 мл и 

доводили до отметки 0,1 М раствором HCL. Измеряли оптическую плотность 

приготовленного раствора при длине волны 267 нм. В качестве раствора 

сравнения использовали 0,1 М раствор HCL. Последовательно измеряли 

оптическую плотность растворов ООС калия бихромата и калия 

гексацианоферрата. Методика приготовления растворов оптических образцов 

сравнения калия бихромата и калия гексацианоферрата описана ранее в главе 3. 
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Результаты определения степени извлечения зидовудина из модельной 

смеси мочи представлены в таблицах 50, 51. 

Таблица 50 – Оценка извлечения зидовудина из модельного образца мочи 

СФ методом по калия бихромату 

Количество, мг Извлечено, % Метрологические характеристики 

600 
78,05;  75,83;  80,46; 

79,15;  76,63;  76,95; 

 х̅ = 77,85%;  Sх̅ = 0,71;  

               ΔХ = 1,81;   ε = 2,32% 

900 
76,72;  84,20;  81,75;  

77,81;  82,15;  78,32;  

х̅ = 80,06%;   Sх̅ =1,27; 

ΔХ = 3,26;   ε = 4,07%; 

1200 
72,11;  68,96;  67,30; 

69,75;  67,91;  67,85; 

х̅ = 68,98%;   Sх̅ = 0,72;  

ΔХ = 1,85;   ε = 2,68%; 

 

Таблица 51– Оценка извлечения зидовудина из модельного образца мочи 

СФ методом по калия гексацианоферрату 

Количество, мг Извлечено, % Метрологические характеристики 

600 
75,13;  78,19;  71,56; 

75,36;  74,80;  80,26; 

 х̅ = 75,91%;  Sх̅ = 1,22;  

               ΔХ = 3,15;   ε = 4,14% 

900 
80,10;  75,18;  72,65;  

73,24;  80,20;  75,84;  

х̅ = 76,20%;   Sх̅ =1,34; 

ΔХ = 3,44;   ε = 4,51%; 

1200 
72,16;  71,35;  79,25; 

78,17;  80,22;  76,28; 

х̅ = 76,24%;   Sх̅ = 1,52;  

ΔХ = 3,90;   ε = 5,12%; 

 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что в извлечении из 

модельной смеси мочи обнаруживается от 67,30 до 84,20 % зидовудина. 

Результаты проведенных исследований опубликованы в работах [42; 78] 

 

Выводы по главе 

1.  Изучено влияние природы органического растворителя и рН среды 

на экстракцию абакавира, ламивудина и зидовудина из растворов. Органические 

растворители, используемые для анализа: трихлорметан, дихлорметан, бензол, 

петролейный эфир, этилацетат.  Установлено, что трихлорметан является 

оптимальным органическим растворителем для экстракции абакавира при рН 8, 
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для экстракции ламивудина был выбран этилацетат при рН 10, а зидовудин 

лучше всего экстрагируется в дихлорметан при рН 8. 

2. Определено влияние растворов NaCI 20%, NaCI насыщенного, 

Na2SO4 5%, Na2SO4 насыщенного, (NH4)2SO4 20%, (NH4)2SO4, насыщенного на 

экстракцию абакавира, ламивудина и зидовудина из растворов. Установлено, что 

(NH4)2SO4 раствор насыщенный увеличивает экстракцию абакавира, а (NH4)2SO4 

раствор 20% - ламивудина и зидовудина.  

3. Увеличение времени экстракции до 7 минут увеличило степень 

экстракции ламивудина, но не повлияло на экстракцию абакавира и зидовудина. 

Степень экстракции абакавира не возрастает при увеличении кратности 

экстрагирования, лучше использовать однократную экстракцию. Ламивудин и 

зидовудин лучше изолируются при трехкратной экстракции. 

4.  Разработаны методики экстракции абакавира, ламивудина и 

зидовудина из модельной смеси мочи с использованием ЖЖЭ. Степень 

экстракции абакавира из мочи составляет 57,39 до 87,25 %, ламивудина 60,10 до 

69,70 % и   67,30 - 84,20 % для зидовудина. 
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ГЛАВА 5. ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

АНТИРЕТРОВИРУСНЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ В 

КОМБИНАЦИЯХ С ДРУГИМИ ЛЕКАРСТВЕННЫМИ СРЕДСТВАМИ 

ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИМИ МЕТОДАМИ 

 

Широкие возможности антиретровирусной терапии в реальности имеют 

ограничения, связанные, прежде всего, с выраженным токсическим эффектом 

препаратов и большим числом нежелательных реакций [57; 79; 84]. В связи с 

увеличением количества больных ВИЧ и СПИД, а также с учетом того, что 

антиретровирусная терапия является пожизненной все чаще возникает 

необходимость определения этих лекарственных средств в объектах 

биологического происхождения и вещественных доказательствах. 

В литературе отсутствуют сведения по химико-токсикологическому 

анализу препаратов данной группы. Возможность экспрессной, точной 

идентификации антиретровирусных лекарственных средств как индивидуально, 

так и в комбинациях с другими лекарственными средствами встает остро. 

Поэтому, разработка методик химико-токсикологического анализа абакавира, 

ламивудина и зидовудина в комбинациях с мебикаром, клозапином, 

метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, 

перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном является 

актуальной проблемой. 

 

6.1 Тонкослойная хроматография в анализе абакавира, ламивудина и 

зидовудина в комбинациях с другими 

лекарственными средствами 

Современный химико-токсикологический анализ имеет в своем арсенале 

множеством методов, но хроматографические занимают одно из ведущих мест 

благодаря простоте выполнения, чувствительности, эскпрессности, 

селективности. Тонкослойная хроматография является наиболее 

распространенным методом анализа токсических веществ и их метаболитов в 
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биологических объектах. В процессе обозначения групповой принадлежности 

токсикантов она являетя наиболее достоверным источником информации.  Она 

используется в общем и частном скрининге [11; 35; 40; 51; 54]. 

Для разработки условий разделения исследуемых веществ методом ТСХ 

использовали хроматографические пластины − «Армсорб» и «Сорбфил». 

Названные пластины имеют высокую степень активности сорбента и 

стандартизированную толщину слоя сорбента, а также они имеются в арсенале 

практически всех отечественных химико-токсикологических лабораторий. 

Детекцию пятен проводили путем просмотра пластин в УФ-свете при 

длине волны 254 нм и с помощью опрыскивания реактивом Драгендорфа. 

Первоначально была определена хроматографическая активность 

абакавира, ламивудин и зидовудина в комбинациях с мебикаром, 

клозапином, метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, 

имипразином, перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и 

хлорпротиксеном в общих системах растворителей, наиболее часто 

применяемых в анализе. 

Общие системы: 

I. Бензол-диоксан- аммиака раствор концентрированный 25% (12:7:1); 

  II.Этилацетат-трихлорметан-аммиака раствор концентрированный 25%  

(17:2 :1,5);  

III. Трихлорметан-этанол-аммиака раствор концентрированный 25% (30:30:1);  

IV. Толуол-ацетон- аммиака раствор концентрированный 25% (50:50:1);  

V.Этилацетат-ацетон-этанол-аммиака раствор концентрированный 25%  

(50: 45:4:1);  

VI. Этанол- аммиака раствор концентрированный 25% (49,25:0,75);  

VII. Этилацетат-метанол- аммиака раствор концентрированный 25% (17:2:1).  

Полученные экспериментальные данные о хроматографической 

активности испытуемых веществ в общих системах растворителей занесены в 

таблицу 52. 
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Таблица 52 − Значения Rf исследуемых токсикантов в общих системах 

растворителей  

Название вещества 
Значение Rf  в системе (п=6) 

I II III IV V VI VII 

Ламивудин 0,24±0,01 0,01±0,01 0,83±0,01 0,40±0,01 0,79±0,01 0,76±0,01 
0,66±0,01 

0,86±0,01 

Абакавир 0,28±0,01 0,23±0,01 0,86±0,01 0,20±0,01 0,60±0,01 0,67±0,01 0,60±0,01 

Зидовудин 0,16±0,01 0,24±0,01 0,80±0,01 0,24±0,01 0,64±0,01 0,70±0,01 0,50±0,01 

Метамизол натрия 0,22±0,01 0,47±0,01 0,44±0,01 0,32±0,01 0,41±0,01 0,27*±0,01 0,54±0,01 

Имипразин 0,45±0,01 0,74±0,01 0,82±0,01 0,85±0,01 0,76±0,01 0,38±0,01 0,78±0,01 

Хлорпротиксен 0,71±0,01 0,75±0,01 0,82±0,01 0,74±0,01 0,94±0,01 0,80±0,01 0,63*±0,01 

Перициазин 0,43*±0,01 0,59±0,01 0,78±0,01 0,46±0,01 0,86±0,01 0,56*±0,01 0,88±0,01 

Флуоксетин 0,48±0,01 0,58±0,01 0,68±0,01 0,34±0,01 0,34±0,01 0,41±0,01 0,63±0,01 

Клозапин 0,43*±0,01 0,50±0,01 0,63±0,01 0,46±0,01 0,10±0,01 0,42*±0,01 0,71±0,01 

Фенобарбитал 0,56*±0,01 0,47±0,02 0,69±0,03 0,25*±0,01 0,60±0,01 0,53*±0,01 0,43*±0,01 

Амитриптилин 0,55±0,01 0,79±0,01 0,78±0,01 0,60±0,01 0,56±0,01 0,33*±0,01 0,71±0,01 

Мебикар 0,58±0,01 0,42±0,01 0,41±0,01 0,55±0,01 0,57±0,01 0,47*±0,01 0,55±0,01 

Галоперидол 0,43±0,01 0,75±0,01 0,83±0,01 0,67±0,01 0,94±0,01 0,58±0,01 
0,22±0,01 

0,72±0,01 

Примечание: Системы растворителей: 

 I. Бензол-диоксан- аммиака раствор конц. 25% (12:7:1);  

II. Этилацетат-трихлорметан- аммиака раствор конц.  25% (17:2:1,5); 

  III. Трихлорметан-этанол- аммиака раствор конц. 25% (30:30:1); 

IV. Толуол-ацетон- аммиака раствор конц. 25% (50:50:1); 

V. Этилацетат-ацетон-этанол- аммиака раствор конц. 25% (50:45:4:1);  

VI. Этанол- аммиака раствор конц. 25% (49,25:0,75);  

VII. Этилацетат-метанол- аммиака раствор конц. 25% (17:2:1).  

* - наличие «хвоста» 
 

Как видно из данных, представленных в таблице 52, система этилацетат- 

трихлорметан-аммиака раствор концентрированный 25% (17:2:1,5) является 

лучшей из всех вышеназванных для разделения испытуемых лекарственных 

веществ. Выбранную систему можно предложить для скрининга при проведении 

ненаправленного поиска. В остальных общих системах, разделение исследуемых 

веществ идёт недостаточно чётко, наблюдается размывание зон адсорбции, а 

также присутствуют хвосты на всем протяжении пластины.  

Для улучшения разделяющей способности системы и увеличения значений 

ΔRf между зонами исследуемых веществ провели варьирование количеством 

частей подвижной фазы этилацетат-трихлорметан-аммиака раствор 

концентрированный 25% (17:2:1,5). Результаты экспериментальных 

исследований в виде диаграмм представлены на   рисунках 35 и 36.  
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Рисунок 35 − Сдвиг хроматографической лабильности лекарственных 

веществ при изменении количества этилацетата в системе 

Из рисунка 35 видно, что уменьшение количества этилацетата в системе 

до 15 частей приводит к снижению хроматографической активности 

активности абакавира, мебикара, амитриптилина, перициазина, имипразина и 

флуоксетина, но увеличивает лабильность зидовудина, метамизолом натрияа, 

галоперидола, клозапина. Увеличение количества этилацетата в системе до 20 

частей привело к росту лабильности таких лекарственных веществ как 

ламивудин, зидовудин, метамизолом натрия, лабильность клозапина и 

имипразина при этом практически не изменилась, а лабильность других 

лекарственных веществ уменьшилась. Таким образом, варьирование 

количеством этилацетата не привело к существенному увеличению ΔRf между 

зонами и в некоторых случаях даже уменьшило разделяющую способность 

выбранной системы растворителей. Руководствуясь этими фактами, было 

решено количество этилацетата оставить прежним. 

Дальнейшим этапом исследования было варьировать количество 

трихлорметана в системе. Изменение в системе количества трихлорметана 

(рисунок 36) от двух до шести частей приводит к увеличению лабильности 

таких лекарственных веществ как ламивудин, зидовудин, к уменьшению 

лабильности всех остальных лекарственных веществ. 
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Рисунок 36 − Сдвиг хроматографической лабильности лекарственных 

веществ при изменении соотношений трихлорметана в системе 

Увеличение трихлорметана до четырех частей несущественно, но 

увеличило разделяющую способность системы. Поэтому, количество 

трихлорметана в системе составило четыре части. 

 Основываясь на том, что в перечне исследуемых нами лекарственных 

веществ большинство обладают основными свойствами, в ходе дальнейших 

экспериментов провели изменение количеств аммиака раствора 

концентрированного 25% в системе. Результаты экспериментов показаны на 

рисунке 35. 

Из рисунка 37 видно, что изменение количества аммиака раствора 

концентрированного 25% в системе различно отражается на 

хроматографической лабильности испытуемых лекарственных веществ. 

Хорошим разделяющим свойством обладает система, с количеством аммиака 

раствора концентрированного 25% 1,0.   
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Рисунок 37 − Сдвиг хроматографической лабильности лекарственных 

веществ при изменении соотношений аммиака раствора концентрированного 

25% в системе 

В таблице 53 представлены результаты хроматографирования 

комбинированных сочетаний абакавира, ламивудина, зидовудина и 

психотропных, обезболивающих и седативных лекарственных веществ, 

наиболее часто применяемых при лечении ВИЧ-зависимых в системе 

этилацетат-трихлорметан-аммиака раствор концентрированный 25% (17:4:1).  

В выбранной системе растворителей определяли границы 

обнаружения     исследуемых      веществ на хроматографических пластинках 

путем нанесения трихлорметанных растворов РСО на линию старта в 

количестве от 0,05 до 50 мкг.   Границы обнаружения испытуемых веществ 

составили от 0,05 до 2 мкг, их определили по методике, представленной в работе 
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[61]. Наиболее чувствительными проявителями для всех испытуемых веществ 

являются УФ-свет при длине волны 254 нм и реактив Драгендорфа. 

Таблица 53  −  Результаты хроматографических испытаний 

антиретровирусных препаратов в комбинированных сочетаниях другими 

лекарственными веществами  

Комбинации ЛВ 
Значение Rf 

(п = 6) 
Комбинации ЛВ 

Значение Rf 

(п = 6) 

Абакавир 

Метамизол натрия 

Хлорпротиксен 

0,15± 0,01 

0,46±0,01 

0,65±0,02 

Абакавир 

Фенобарбитал 

Амитриптилин 

0,15±0,01 

0,28±0,01 

0,55±0,02 

Зидовудин 

Фенобарбитал 

Перициазин 

0,20±0,03 

0,28±0,01 

0,25±0,01 

Зидовудин 

Мебикар 

Галоперидол 

0,20± 0,01 

0,48±0,02 

0,68±0,01 

Ламивудин 

Имипразин 

Клозапин 

0,10±0,01 

0,51±0,02 

0,42±0,02 

Ламивудин 

Хлорпротиксен 

Флуоксетин 

0,10±0,01 

0,65±0,02 

0,33±0,02 

 

Методика провалидирована [69]. Для оценки пригодности 

хроматографической системы была проведена проверка подобранных условий 

хроматографического анализа модельных образцов абакавира, ламивудина и 

зидовудина и других лекарственных веществ.  

Разработанную методику в дальнейшем применили для анализа 

комбинаций ЛВ после экстракции их из мочи.  

Экстракция абакавира, ламивудина и зидовудина проводилась методами, 

приведенными в главе 5. Экстракция мебикара, клозапина, метамизолом 

натрияа, амитриптилина, галоперидола, имипразина, перициазина, 

фенобарбитала, флуоксетина и хлорпротиксена проводили трихлорметаном, 

используя метод, предложенный А.А. Васильевой, но изменяя условия в 

зависимости от физико-химических свойств лекарственных веществ [13].  

Экстракция мебикара, клозапина, метамизола натрия, амитриптилина, 

галоперидола, имипразина, перициазина, фенобарбитала, флуоксетина и 

хлорпротиксена: 3 мл модельной смеси мочи переносили в делительную 

воронку, добавляли 0,1 М раствор натрия гидроксида до рН 9,0-10,0; 3 мл 

трихлорметана и затем проводили экстракцию двукратно в течение 7 минут. 
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Трихлорметанные извлечения переносили в фарфоровую чашку к сухому 

остатку, полученному выше. Растворитель органической природы удаляли в токе 

воздуха [61].   

На линию старта пластинки размером 7,515 см микропипеткой наносили 

по 0,4 мл извлечений раствора смеси. Рядом наносили по 0,4 мл растворов СОВС, 

содержащихся в смеси. Пластинку высушивали на воздухе в течение 5 минут, а 

затем вносили в камеру для хроматографирования со смесью растворителей 

органической природы: этилацетат-трихлорметан-аммиака раствор 

концентрированный 25% (17:4:1) и хроматографировали восходящим методом. 

После того как фронт растворителя проходил почти до конца пластинки, её 

доставали из камеры, просушивали при комнатной температуре в течение 20 

минут и просматривали в УФ-свете при длине волны 254 нм и путем 

опрыскивания реактивом Драгендорфа.  

Результаты хроматографирования экстрактов смеси абакавира, 

ламивудина, зидовудина и других лекарственных веществ из мочи   

представлены в таблице 54. 

Таблица 54 − Результаты хроматографирования комбинаций абакавира, 

ламивудина, зидовудина и других лекарственных веществ в моче с 

использованием метода тонкослойной хроматографии 

Комбинации ЛВ 
Значение Rf 

(п = 6) 
Комбинации ЛВ 

Значение Rf 

(п = 6) 

Абакавир 

Метамизол натрия 

Хлорпротиксен 

0,16± 0,01 

0,47±0,01 

0,69±0,02 

Абакавир 

Фенобарбитал 

Амитриптилин 

0,16±0,01 

0,27±0,01 

0,53±0,02 

Зидовудин 

Фенобарбитал 

Перициазин 

0,20±0,03 

0,27±0,01 

0,24±0,01 

Зидовудин 

Мебикар 

Галоперидол 

0,20± 0,03 

0,47±0,02 

0,67±0,01 

Ламивудин 

Имипразин 

Клозапин 

0,10±0,01 

0,53±0,02 

0,40±0,02 

Ламивудин 

Хлорпротиксен 

Флуоксетин 

0,10±0,01 

0,69±0,02 

0,34±0,02 

 

На основании вышеописанных исследований, сделали вывод, что 

предложенная методика позволяет обнаруживать абакавир, ламивудин и 
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зидовудин в моче как индивидуально, так и в комбинациях с другими ЛВ. 

Очистка от соэкстрактивных веществ мочи не требовалась.  

Таким образом, разработаны унифицированные методики идентификации 

и разделения абакавира, ламивудина, зидовудина и других лекарственных 

веществ в комбинированных сочетаниях методом ТСХ.  

Результаты проведенных исследований представлены в работе [22; 72].  

6.2 Высокоэффективная жидкостная хроматография в анализе абакавира, 

ламивудина и зидовудина в комбинациях сдругими лекарственными 

средствами 

 В настоящее время ВЭЖХ находится на одном из основных мест среди 

инструментальных методов. Важнейшим плюсом ВЭЖХ является способность 

исследовать практически любые объектов без каких-либо ограничений по их 

физико-химическим свойствам [16]. Сегодня ВЭЖХ это достаточно изученный 

и хорошо оформленный инструментальный метод, широко применяемый в 

различных областях науки и техники [86; 92]. 

Указанный метод дает возможность определять одновременно несколько 

соединений, отличается точностью и воспроизводимостью полученных 

результатов [92]. Но использование ВЭЖХ в практике ХТА для определения 

комбинаций лекарственных средств достаточно затруднительно в связи с 

отсутствием унифицированных методик.   

С целью разработки условий разделения и обнаружения абакавира, 

ламивудина и зидовудина в комбинациях с мебикаром, клозапином, 

метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, 

перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном методом 

ВЭЖХ была выбрана колонка ProntoSIL-120-5-C18 AQ с обращенной фазой. 

Было установлено, что используемая колонка обеспечивает симметричные пики 

на хроматограмме в системе, состоящей из двух элюентов: 1 − 0,2 М лития 

перхлорат и 0,005 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 3700 мкл 
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с линейным увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 70% 

при скорости элюента 100 мкл/мин и  температуре 40˚С.  

Исследуемые вещества в выбранной системе элюентов 

хроматографируются в виде симметричных пиков, с коэффициентом ассиметрии 

не более 1,5 (таблица 55). 

Таблица 55 − Коэффициенты асимметрии определяемых соединений 

Соединение А10% 

Абакавир 1.06 

Мебикар 1.10 

Клозапин 1.21 

Амитриптилин 1.39 

Метамизол натрия 1.23 

Галоперидол 1.25 

Зидовудин 1.08 

Ламивудин 0.92 

Имипразин 1.42 

Перициазин 1.21 

Фенобарбитал 1.04 

Флуоксетин 1,41 

Хлорпротиксен 1,50 

 

Для регистрации УФ спектров использовали стандартные растворы в 

метаноле с концентрацией 1 мг/мл. Спектры регистрировали в ходе 

хроматографического анализа после остановки потока вблизи максимума пика 

на отрезке длин волн 190 – 360 нм с шагом 2 нм (табл. 56).  
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Таблица 56 − Длины волн максимального и минимального поглощения 

соединений 

Определяемое 

соединение 
мах, нм мin, нм 

Абакавир 258, 296 (210-230 плато) 242, 272 

Мебикар Не выражены Не выражены 

Клозапин 202, 242 228, плато 286 

Амитриптилин 206, 240 230 

Метамизол натрия 260 (242, 246 плато) 230 

Галоперидол 246 плато 218, 232 

Зидовудин 214, 272 236 

Ламивудин 212, 280 242 

Имипразин 252 плато 210, 232 

Перициазин 232, 270 216, 248 

Фенобарбитал Не выражены Не выражены 

Флуоксетин 228, 264 218, 248 

Хлорпротиксен 206, 230, 270, 330 218, 254, 310 

 

В качестве длин волн для определения абакавира, ламивудина и 

зидовудина были выбраны длины волн максимального поглощения или близкие 

к ней (210, 220, 230, 240, 250, 260, 280 и 300 нм). Для удобства использовали 

нормирование УФ спектров, так как нормированный УФ спектр не зависит от 

концентрации соединения. Для нормирования УФ спектров величину 

поглощения (Ах) при длине волны х делили на величину поглощения (Абаз) при 

базовой длине волны (баз). В качестве базовой для нормирования спектров 

выбрана длина волны 210 нм. Дополнительные длины волн (220, 230, 240, 250, 

260, 280 и 300 нм) используются для расчета спектральных отношений, 

применение которых для идентификации пиков существенно повышает 

надежность определения этих компонентов в реальных пробах [90].  

Для испытуемых соединений были рассчитаны спектральные отношения, 

которые приведены в таблице 57.  
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Таблица 57 − Спектральные отношения испытуемых веществ 

Определяемое 

соединение 

Время 

удерживания, 

TR, мкл 

Спектральное отношение, А(х)/А(210) 

А220/ 

А210 

А230/ 

А210 

А240/ 

А210 

А250/ 

А210 

А260/ 

А210) 

А280/ 

А210 

А300/ 

А210 

Абакавир 1290 0,953 0,813 0,403 0,478 0,537 0,453 0,717 

Мебикар 712 0,189 0,010 0,000 0,001 0,002 0,004 0,000 

Клозапин 2070 0,850 0,737 0,895 0,824 0,681 0,373 0,331 

Амитриптилин 2955 0,494 0,302 0,323 0,243 0,098 0,025 0,004 

Метамизол 

натрия 
1146 0,713 0,602 0,686 0,722 0,813 0,339 0,011 

Галоперидол 2746 0,754 0,468 0,621 0,653 0,310 0,040 0,010 

Зидовудин 1125 0,737 0,320 0,298 0,583 0,907 0,667 0,023 

Ламивудин 715 0,876 0,420 0,198 0,293 0,638 1,359 0,340 

Имипразин 2893 0,602 0,230 0,260 0,340 0,308 0,223 0,080 

Перициазин 2622 0,891 1,075 0,938 0,652 1,122 0,727 0,133 

Фенобарбитал 1719 0,509 0,199 0,116 0,063 0,039 0,003 0,000 

Флуоксетин 2997 0,714 0,740 0,153 0,048 0,080 0,043 0,009 

Хлорпротексен 3126 0,805 1,023 0,599 0,351 0,352 0,286 0,097 

 

Проведена апробация выбранных условий хроматографического анализа 

модельных смесей абакавира, зидовудина, ламивудина с мебикаром, 

клозапином, метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, 

имипразином, перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и 

хлорпротиксеном. Хроматограммы растворов модельных смесей представлены 

на рисунках 38 - 43. 

Из рисунков 38-43 видно, что проведение анализа при предложенных 

условиях дает возможность определять испытуемые лекарственные соединения 

при их комбинированном присутствии.  

Результаты хроматографического анализа исследуемых соединений в 

предложенных условиях после экстракции их из мочи статистически обработаны 

и представлены в таблице 54.  
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Рисунок 38 − Хроматограмма стандартного раствора в метаноле  

Пики: 1 – метамизол натрия; 2 – абакавир; 3 – хлорпротиксен  

 

 

 

 

Рисунок 39 − Хроматограмма стандартного раствора в метаноле  

Пики: 1 – абакавир; 2 – фенобарбитал; 3 – амитриптилин 
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Рисунок 40 − Хроматограмма стандартного раствора в метаноле  

Пики: 1 – ламивудин; 2 – клозапин; 3 – имипразин  

 

 

Рисунок 41 − Хроматограмма стандартного раствора в метаноле  

Пики: 1 – ламивудин; 2 – флуоксетин; 3 – хлорпротиксен 
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Рисунок 42 − Хроматограмма стандартного раствора в метаноле  

Пики: 1 – зидовудин; 2 – фенобарбитал; 3 – перициазин 

 

Рисунок 43 − Хроматограмма стандартного раствора в метаноле  

Пики: 1 – мебикар; 2 – зидовудин; 3 – галоперидол 
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концентрированный 25% до рН 8 (абакавир, зидовудин) и  рН 10 (ламивудин),  1 

мл (NH4)2SO4  раствора насыщенного (абакавир) и (NH4)2SO4  раствора 20% 

(ламивудин и зидовудин) и 3 мл органического растворителя. Содержимое 

колбы взбалтывали в течение 3 минут (абакавир, зидовудин), 7 минут 

(ламивудин) и вносили в делительную воронку. Экстракцию проводили 

однократно 3 мл трихлорметана (абакавир), трехкратно порциями этилацетата 

(ламивудин) и дихлорметана (зидовудин).  После разделения фаз отделяли слой 

растворителя органической природы. Растворители удаляли при температуре 

20˚С. 

Методика экстракции мебикара, клозапина, метамизола натрия, 

амитриптилина, галоперидола, имипразина, перициазина, фенобарбитала, 

флуоксетина и хлорпротиксена: 3 мл модельного образца мочи переносили в 

делительную воронку, добавляли 0,1 М раствор натрия гидроксида до рН 9,0-

10,0; 3 мл трихлорметана и экстрагировали двукратно в течение 7 минут. 

Полученные извлечения переносили в пробирку к сухому остатку, полученному 

выше. Растворитель органической природы при 20˚С.   

К полученному сухому остатку приливали 2 мл спирта метилового, 

пробирку закрывали, взбалтывали в течение 20 мин и помещали в 

ультразвуковую баню на 10 мин. Полученную суспензию объемом 1 мл 

переливали в пробирку и центрифугировали (5 минут 13400 об/мин). К 

полученному раствору объёмом 100 мкл приливали 900 мкл спирта метилового.  

Последовательно проводят хроматографирование по 2 мкл испытуемого 

раствора и раствора сравнения в системе, состоящей из двух элюентов: 1 − 0,2 М 

лития перхлорат и 0,005 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 3700 

мкл с линейным увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 

70% при скорости элюента 100 мкл/мин и  температуре 40˚С.  

Результаты хроматографического определения абакавира, ламивудина, 

зидовудина и других лекарственных веществ после извлечения их из мочи 

представлены в таблице 58. 
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Таблица 58 − Результаты хроматографического анализа исследуемых 

соединений в предложенных условиях 

Соединение Время удерживания, мин 
Метрологические 

характеристики (n=6) 

Абакавир 
12,90; 12,91; 12,89 

12,91; 12,90; 12,90 

X̅ = 12,90;   SX̅= 0,003; 

Х= 0,008;      Е = 0,06% 

Ламивудин 
7,15; 7,15; 7,16 

7,16; 7,15; 7,17 

X̅ = 7,16;    SX̅= 0,003; 

Х= 0,009;      Е = 0,13% 

Зидовудин 
11,25; 11,24; 11,24 

11,26; 11,24; 11,25 

X̅ = 11,25;     SX̅= 0,004; 

Х= 0,01;      Е = 0,09% 

Мебикар 
7,12; 7,11; 7,13 

7,11; 7,13; 7,13 

X̅ = 7,12;     SX̅= 0,0041; 

Х= 0,011;      Е = 0,15% 

Клозапин 
20,90; 20,90; 20,89 

20,91; 20,90; 20,89 

X̅ = 20,90;     SX̅= 0,003; 

Х= 0,0077;      Е = 0,037% 

Амитриптилин 
29,76; 29,77; 29,76 

29,77; 29,76; 29,77 

X̅ = 29,77;     SX̅= 0,003; 

Х= 0,0081;      Е = 0,027% 

Метамизол натрия 
11,46; 11,47; 11,46 

11,46; 11,46; 11,47 

X̅ = 11,46;     SX̅= 0,0025; 

Х= 0,0064;      Е = 0,056% 

Галоперидол 
27,72; 27,72; 27,73 

27,72; 27,71; 27,72 

X̅ = 27,72;     SX̅ = 0,0026; 

Х= 0,0067;      Е = 0,0024% 

Имипразин 
29,07; 29,07; 29,06 

29,07; 29,08; 29,07 

X̅ = 29,07;     SX̅= 0,0026; 

Х= 0,0066;      Е = 0,023% 

Перициазин 
26,40; 26,41; 26,40;  

26,40; 26,41; 26,41; 

X̅ = 26,41;     SX̅= 0,0032; 

Х= 0,008;      Е = 0,030% 

Фенобарбитал 
17,19; 17,19; 17,18; 

17,17; 17,18; 17,19; 

X̅ = 17,18;     SX̅= 0,0037; 

Х= 0,010      Е = 0,0058% 

Флуоксетин 
30,24; 30,23; 30,24;  

30,25; 30,23; 30,25; 

X̅ = 30,24;     SX̅= 0,0036; 

Х= 0,0094;      Е = 0,031% 

Хлорпротиксен 
31,33; 31,33; 31,33;  

31,32; 31,33; 31,33; 

X̅ = 31,33;     SX̅= 0,0018; 

Х= 0,005;      Е = 0,015% 

 

Проанализировав полученные данные, можно сделать вывод, что 

разработанная методика отличается хорошей воспроизводимостью.  

Погрешность определения не более 0,15%.  

Разработанная методика позволяет обнаруживать абакавир, зидовудин, 

ламивудин методом ВЭЖХ после экстракции из мочи как отдельно, так и при 

при комбинированных отравлениях с мебикаром, клозапином, метамизолом 

натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, перициазином, 

фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном.  

Результаты исследований опубликованы в работах [17; 18; 25; 29]. 
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Методики внедрены в практику работы химического отделения ГБУЗ 

«Иркутское областное бюро судебно-медицинской экспертизы», химического 

отделения ГБУЗ «Республиканское бюро судебно-медицинской экспертизы» г. 

Улан-Удэ. 

Выводы по главе 

1. Оптимизированы условия идентификации абакавира, ламивудина и 

зидовудина при совместном присутствии с мебикаром, клозапином, 

метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, 

перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном в 

биологических объектах методом ТСХ. Предложена и обоснована система 

растворителей этилацетат-трихлорметан-аммиака раствор концентрированный 

25% (17:4:1). 

2. Подобраны условия разделения и определения абакавира, 

ламивудина и зидовудина с мебикаром, клозапином, метамизолом натрия, 

амитриптилином, галоперидолом, имипразином, перициазином, 

фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном в извлечениях из мочи 

методом ВЭЖХ (хроматографическая колонка ProntoSIL 120-5C18AQ с 

размером сорбента 5 мкм и обращенной фазой, в системе, состоящей из двух 

элюентов: 1 − 0,2 М лития перхлорат и 0,005 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 

2 − ацетонитрил 3700 мкл с линейным увеличением доли растворителя 

органической природы от 5 до 70% при скорости элюента 100 мкл/мин и  

температуре 40˚С). Погрешность определения не более 0,15%.  
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ОБЩИЕ ВЫВОДЫ 

1. Оптимизированы условия спектрофотометрического определения 

(рН среды и растворитель, оптимальная концентрация, аналитическая длина 

волны, ООС) и разработаны унифицированные методики количественного 

определения абакавира, ламивудина и зидовудина в субстанциях и 

лекарственных формах с использованием ООС, отличающиеся высокой 

воспроизводимостью и точностью; разработаны и предложены проекты 

изменений ФСП.  

2.  Осуществлен выбор оптимальных условий хроматографического 

анализа  (сорбент Prontosil С 18, в системе, состоящей из двух элюентов: 1 − 4 М 

лития перхлорат и 0,1 М хлорная кислота 5:95 (рН 2,8)  и 2 − ацетонитрил 2000 

мкл с линейным увеличением доли растворителя органической природы от 5 до 

35% при скорости элюента 100 мкл/мин и  температуре 35˚С)  и разработаны 

методики количественного определения абакавира, ламивудина и зидовудина в 

лекарственных формах методом ВЭЖХ; разработаны и предложены проекты 

изменений ФСП. 

3. Разработаны методики количественного определения зидовудина и 

ламивудина в таблетированной лекарственной форме «Дизаверокс» методами 

производной СФ и ВЭЖХ; разработан и предложен проект изменений ФСП. 

4. Обоснованы условия экстракции (природа органического 

растворителя, рН среды, электролит, время и кратность экстракции) абакавира, 

ламивудина и зидовудина из растворов; разработаны условия изолирования 

антиретровирусных лекарственных средств из модельной смеси мочи методом 

ЖЖЭ.  

5.  Впервые на основании изучения хроматографической подвижности 

абакавира, ламивудина и зидовудина в комбинированных сочетаниях с 

мебикаром, клозапином, метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, 

имипразином, перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и 

хлорпротиксеном определена система растворителей этилацетат-трихлорметан-
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аммиака раствор концентрированный 25% (17:4:1) и разработана методика их 

разделения и идентификации при совместном присутствии с мебикаром, 

клозапином, метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, 

имипразином, перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и 

хлорпротиксеном методом ТСХ.  

6.  Обоснованы условия хроматографирования комбинированных 

сочетаний абакавира, ламивудина и зидовудина с мебикаром, клозапином, 

метамизолом натрия, амитриптилином, галоперидолом, имипразином, 

перициазином, фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном методом 

ВЭЖХ; разработаны методики разделения и идентификации их в 

комбинированных сочетаниях с мебикаром, клозапином, метамизолом натрия, 

амитриптилином, галоперидолом, имипразином, перициазином, 

фенобарбиталом, флуоксетином и хлорпротиксеном в извлечениях из мочи 

методом ВЭЖХ.  
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Методики количественного определения абакавира, ламивудина, 

зидовудина СФ методом:  

Методика количественного определения абакавира в субстанции: точную 

навеску препарата (0,0500 г абакавира) помещали в мерную колбу емкостью 100 

мл, добавляли 20 мл воды очищенной, растворяли, доводили объем колбы до 

отметки водой очищенной и взбалтывали. 1 мл полученного раствора 

переносили в мерную колбу емкостью 50 мл, 0,1 М раствором HCL доводили 

объем колбы до отметки, взбалтывали. Определяли оптическую плотность 

приготовленного раствора на спектрофотометре в кювете с рабочим слоем 10 мм, 

при длине волны 297 нм. В качестве раствора сравнения выступал 0,1 М раствор 

HCL. Параллельно измеряли оптическую плотность растворов 

сульфосалициловой кислоты и калия гексацианоферрата - оптических образцов 

сравнения. 

Приготовление раствора оптического образца сравнения 

сульфосалициловой кислоты: точную навеску препарата (0,0500 г 

сульфосалициловой кислоты) переносили в колбу емкостью 100 мл, добавляли 

20 мл воды очищенной, растворяли, доводили объём раствора водой очищенной 

до отметки, взбалтывали. 1 мл полученного раствора переносили в колбу 

емкостью 50 мл, доводили объём раствора 0,1 М раствором HCL до отметки, 

взбалтывали. 

Приготовление раствора оптического образца сравнения калия 

гексацианоферрата: точную навеску препарата (0,0500 г калия 

гексацианоферрата) переносили в колбу емкостью 100 мл, добавляли 20 мл воды 

очищенной, растворяли, доводили объём раствора водой очищенной до отметки, 

взбалтывали. 5 мл полученного раствора переносили в колбу емкостью 50 мл, 

доводили объём раствора 0,1 М раствором HCL до отметки, взбалтывали. 

Приготовление раствора РСО абакавира: точную навеску препарата 

(0,0500 г) переносили в колбу емкостью 100 мл, добавляли 20 мл воды 

очищенной, растворяли, доводили объём раствора водой очищенной до отметки, 

взбалтывали. 1 мл полученного раствора переносили в мерную колбу емкостью 
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50 мл, доводили объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL, взбалтывали. 

Определяли оптическую плотность раствора абакавира и раствора РСО 

абакавира на спектрофотометре в кювете с рабочим слоем 10 мм при длине 

волны 297 нм.  

Методика количественного определения абакавира в таблетках по 0,60: 

точную навеску порошка растертых таблеток (0,0900 г) переносили в мерную 

колбу емкостью 100 мл, доводили объём раствора водой очищенной до отметки, 

взбалтывали. Фильтровали. 1 мл полученного раствора помещали в мерную 

колбу емкостью 50 мл, доводили объем колбы до отметки 0,1 М раствором HCL 

и взбалтывали. Определяли оптическую плотность испытуемого раствора на 

спектрофотометре при длине волны 297 нм в кювете с рабочим слоем 10 мм. В 

качестве раствора сравнения выступал 0,1 М раствор HCL. Параллельно 

измеряли оптическую плотность растворов образцов сравнения 

сульфосалициловой кислоты и калия гексацианоферрата. 

Методика количественного определения ламивудина в субстанции: 

точную навеску препарата (0,0500 г ламивудина) количественно переносили в 

мерную колбу емкостью 100 мл, растворяли в 20 мл воды очищенной, доводили 

объем колбы водой очищенной до отметки, взбалтывали. 1 мл полученного 

раствора переносили в мерную колбу емкостью 50 мл, доводили объём раствора 

0,1 М раствором HCL до отметки, взбалтывали. Измеряли оптическую плотность 

приготовленного раствора при 279 нм в кювете с рабочим слоем 10 мм. В 

качестве раствора сравнения выступал 0,1 М раствор HCL. Параллельно 

измеряли оптическую плотность растворов бензойной кислоты, фенолфталеина 

− оптических образцов сравнения и РСО ламивудина. 

Приготовление раствора оптического образца сравнения бензойной 

кислоты: точную навеску (0,2000 г бензойной кислоты), переносили в мерную 

колбу емкостью 100 мл с спиртом этиловым 95%. Растворяли. Доводили объём 

колбы спиртом этиловым 95% до отметки, взбалтывали. 2 мл полученного 

раствора переносили в мерную колбу емкостью 50 мл, доводили объём колбы 0,1 

М раствором HCL до отметки и взбалтывали. 
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Приготовление раствора оптического образца сравнения 

фенолфталеина: точную навеску (0,0500 г фенолфталеина), переносили в 

мерную колбу емкостью 100 мл с помощью спирта этилового 95%. Растворяли. 

Доводили объём раствора спиртом этиловым 95% до отметки, взбалтывали. 5 мл 

полученного раствора помещали в мерную колбу емкостью 50 мл, доводили 

объём раствора 0,1 М раствором HCL до отметки и взбалтывали. 

Приготовление раствора РСО ламивудина: точную навеску препарата 

(0,0500 г ламивудина), переносили в мерную колбу емкостью 100 мл, растворяли 

в 20 мл воды очищенной, доводили объем колбы водой очищенной до отметки и 

взбалтывали. 1 мл полученного раствора переносили в мерную колбу емкостью 

50 мл, доводили объём раствора 0,1 М раствором HCL до отметки, взбалтывали. 

Методика количественного определения ламивудина в таблетках по 0,150 

г: точную навеску порошка (0,1100 г растертых таблеток ламивудина), 

количественно переносили в мерную колбу емкостью 100 мл с использованием 

30 мл воды очищенной.  Доводили объем колбы водой очищенной до отметки и 

взбалтывали. Фильтровали, отбрасывая первые 10-15 мл фильтрата. 1 мл 

фильтрата, переносили в колбу емкостью 50 мл и доводили до отметки 0,1 М 

раствором HCL, премешивали. Измеряли оптическую плотность полученного 

раствора на спектрофотометре в кювете с рабочим слоем 10 мм при длине волны 

279 нм; 0,1 М раствор HCL применяли в качестве раствора сравнения. 

Одновременно измеряли оптическую плотность растворов бензойной кислоты и 

фенолфталеина, которые использовали в качестве образцов сравнения. Методика 

приготовления растворов оптических образцов сравнения бензойной кислоты и 

фенолфталеина описана ранее. 

Методика количественного определение зидовудина в субстанции: точную 

навеску препарата (0,0700 г зидовудина) помещали в мерную колбу емкостью 

100 мл растворяли в 20 мл спирта этилового 95%, доводили водой очищенной 

объем колбы до отметки, взбалтывали. 1 мл полученного раствора помещали в 

мерную колбу емкостью 50 мл, доводили 0,1 М раствором HCL объем колбы до 

отметки, взбалтывали. Проводили измерение оптической плотности 
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полученного раствора на спектрофотометре в кювете с рабочим слоем 10 мм при 

длине волны 267 нм. В качестве раствора сравнения использовали 0,1 М раствор 

HCL. Также измеряли оптическую плотность растворов калия дихромата, калия 

гексацианоферрата и РСО зидовудина. 

Приготовление раствора оптического образца сравнения калия 

дихромата: точную навеску (0,070 г калия дихромата) помещали в мерную 

колбу емкостью 100 мл, растворяли в 20 мл воды очищенной, доводили водой 

очищенной объём раствора до отметки, взбалтывали. 2 мл полученного раствора 

помещали в мерную колбу емкостью 50 мл, 0,1 М раствором HCL доводили 

объём раствора до отметки, взбалтывали. 

Приготовление раствора оптического образца сравнения калия 

гексацианоферрата: точную навеску (0,1500 г калия гексацианоферрата) 

помещали в мерную колбу емкостью 100 мл, растворяли в 20 мл воды 

очищенной, доводили объём раствора до отметки водой очищенной, 

взбалтывали. 5 мл полученного раствора помещали в мерную колбу емкостью 50 

мл, доводили 0,1 М раствором HCL объём раствора до отметки, взбалтывали. 

Приготовления раствора РСО зидовудина: точную навеску препарата 

(0,0700 г зидовудина) помещали в мерную колбу емкостью 100 мл, растворяли в 

20 мл спирта этилового 95%, доводили водой очищенной объем колбы до 

отметки, взбалтывали. 1 мл полученного раствора помещали в мерную колбу 

емкостью 50 мл, доводили 0,1 М раствором HCL объем колбы до отметки, 

взбалтывали.  

Методика количественноего определения зидовудина в таблетках по 0,30 

г: точную навеску растертых таблеток (около 0,1450 г) помещали в мерную 

колбу емкостью 100 мл, растворяли в 20 мл спирта этилового 95%, доводили 

объем колбы до отметки водой очищенной, взбалтывали, фильтровали, 

отбрасывая первые порции фильтрата. 1 мл полученного фильтрата помещали в 

мерную колбу емкостью 50 мл, доводили 0,1 М раствором HCL объем колбы до 

отметки, взбалтывали. Измеряли оптическую плотность испытуемого раствора 

на спектрофотометре в кювете с рабочим слоем 10 мм при длине волны 267 нм 
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на фоне 0,1 М раствора HCL. Одновременно измеряли оптическую плотность 

растворов образцов сравнения калия гексацианоферрата, калия дихромата и РСО 

зидовудина. Методики приготовления оптических образцов сравнения и РСО 

приведены выше. 
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Акты внедрения 
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Проекты фармакопейных статей 

МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

ФЕДЕРАЛЬНАЯ СЛУЖБА ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ  

НД № 000468-291212  

Россия 

Абакавир 

Абакавир сульфат 

ПРОЕКТ ИЗМЕНЕНИЯ 

Старая редакция Новая редакция 

Количественное определение.  

Приготовление растворов: 

Испытуемый раствор: около 40 мг 

(точная навеска) субстанции 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 

воде, доводят водой до метки. 10 мл 

полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 100 мл, 

доводят до метки водой, 

перемешивают.  

Условия хроматографирования:  

хроматографическая колонка 

CHIRAL PAK AD-H размером 250х4,6 

мм с размером частиц 5 мкм, или 

аналогичная. Подвижная фаза:  

А: гептан-2-пропанол-диэтиламин 

(850:150:1), дегазируют. 

В: гептан-2-пропанол (1:1), 

дегазируют.  

Температура колонки 30°С, скорость 

потока подвижнй фазы 1,0 мл/мин. 

Детектирование при длине волны – 

286 нм. Время хроматографирования 

55 мин. Ориентировочное время 

Количественное определение. 

точную навеску препарата (около 

0,0500 г абакавира) количественно 

переносят в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 

20 мл воды очищенной, доводят 

объем раствора до метки этим же 

растворителем и перемешивают. 1 мл 

полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 

0,1 М раствором хлористоводородной 

кислоты, доводят объем раствора до 

метки, перемешивают. Измеряют 

оптическую плотность испытуемого 

раствора на спектрофотометре в 

кювете с толщиной рабочего слоя 10 

мм, при длине волны 297 нм. 0,1 М 

раствор хлористоводородной кислоты 

используют в качестве раствора 

сравнения. Одновременно измеряют 

оптическую плотность раствора 

сульфосалициловой кислоты и 

раствора калия гексацианоферрата - 

оптических образцов сравнения. 



173 
 

удерживания для пика ламивудина 

около 1,0 мин 

Стандартный раствор: около 40 мг 

(точная навеска) стандартного 

образца абакавира (USP RS) 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 

воде, доводят объем раствора водой 

до метки и перемешивают. 10 мл 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл и доводят водой 

до метки, перемешивают. 

Хроматографируют равные объемы 

испытуемого и стандартного 

растворов. Содержание абакавира 

сульфата в процентах (Х), в пересчете 

на безводное, свободное от 

остаточных органических 

растворителей вещество, вычисляют 

по формуле: 

𝑋 =
𝑆 ∙ 𝑎𝑜 ∙ 10 ∙ 100 ∙ 𝑃 ∙ 100 ∙ 100

𝑆𝑜 ∙ 100 ∙ 100 ∙ а ∙ 10 ∙ (100 − (𝑊𝑠 + 𝑅𝑠)
= 

=
𝑆∙𝑎𝑜∙100∙𝑃

𝑆𝑜∙𝑎∙(100−(𝑊𝑠+𝑅𝑠)
, 

где S −  средняя площадь пиков 

абакавира сульфата на 

хроматограммах испытуемого 

раствора;  

So − средняя площадь пиков абакавира 

сульфата на хроматограммах 

стандартного раствора;  

а − навеска испытуемого образца, мг; 

ао − навеска стандартного образца, мг;  

Rs − содержание остаточных 

органических растворителей в 

испытуемом образце, %;  

Ws − содержание воды в испытуемом 

образце, %; 

Приготовление раствора 

оптического образца сравнения 

сульфосалициловой кислоты: точную 

навеску препарата (около 0,0500 г 

сульфосалициловой кислоты) 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 

20 мл воды очищенной, доводят 

объём раствора этим же 

растворителем до метки, 

перемешивают. 1 мл полученного 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты до 

метки, перемешивают. 

Приготовление раствора 

оптического образца сравнения калия 

гексацианоферрата: точную навеску 

препарата (около 0,0500 г калия 

гексацианоферрата) помещают в 

мерную колбу вместимостью 100 мл, 

растворяют в 20 мл воды очищенной, 

доводят объём раствора этим же 

растворителем до метки, 

перемешивают. 5 мл полученного 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты до 

метки, перемешивают. 

Расчет количественного определения 

абакавира проводят по формуле: 

)100(

100100

WаА

КаА
Х

хоос

пероосх

−


=

, 

где Аоос и Ax - оптические плотности 

оптического образца сравнения и 

определяемого вещества 
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Р − содержание активного вещества в 

стандарте, %. 

 

соответственно, αх и αоос - точные 

навески определяемого вещества и 

оптического образца сравнения 

соответственно, W- влажность, %, 100 

- коэффициент для пересчета в 

проценты. Кпер - коэффициент 

пересчета, по сульфосалициловой 

кислоте равен 0,2306, по калия 

гексацианоферрату равен 0,1089; 
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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

ФЕДЕРАЛЬНАЯ СЛУЖБА ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ  

 

ФСП № 42-10406-05 

«Глаксо Груп Лтд», Великобритания 

Зиаген, таблетки, покрытые оболочкой, 300 мг 

ПРОЕКТ ИЗМЕНЕНИЯ 

 

Старая редакция Новая редакция 

Количественное определение: 

пять таблеток помещают в мерную 

колбу вместимостью 250 мл, 

прибавляют 150 мл растворителя, 

встряхивают вручную 

(механически) в течение 45 минут 

или до распада таблеток, после чего 

обрабатывают на ультразвуковой 

бане в течение 5 минут, 

периодически вращая колбу. 

Охлаждают колбу до комнатной 

температуры, доводят объем 

содержимого колбы растворителем 

до метки и перемешивают. 

Фильтруют аликвоту полученной 

смеси через 

поливинилденфторидный фильтр с 

размером пор 0,45 мкм или 

эквивалентный, отбрасывая первые 

2-3 мл фильтрата. 3,0 мл 

полученного фильтратата 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, доводят 

объем раствора растворителем до 

метки и перемешивают. 

Приготовление растворителя: 1 мл 

85% фосфорной кислоты помещают 

в мерную колбу вместимостью 1000 

мл, содержащую 800 мл воды. 

Доводят объем раствора водой до 

метки и тщательно перемешивают. 

 Условия хроматографирования:  

хроматографическая колонка 

150х3,9 мм Waters Symmetry C18 5 

Количественное определение методом 

спектрофотометрии: точную навеску 

порошка растертых таблеток около 

0,0900 г количественно переносят в 

мерную колбу вместимостью 100 мл, 

растворяют в 20 мл воды очищенной, 

доводят объем раствора этим же 

растворителем до метки и 

перемешивают. Фильтруют. 1 мл 

полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 

доводят объем раствора до метки 0,1 М 

раствором хлористоводородной 

кислоты и перемешивают. Измеряют 

оптическую плотность испытуемого 

раствора на спектрофотометре при 

длине волны 297 нм в кювете с 

толщиной рабочего слоя 10 мм. В 

качестве раствора сравнения 

используют 0,1 М раствор 

хлористоводородной кислоты. 

Параллельно измеряют оптическую 

плотность растворов оптических 

образцов сравнения сульфосалициловой 

кислоты и калия гексацианоферрата. 

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения сульфосалициловой 

кислоты: точную навеску препарата 

(около 0,0500 г сульфосалициловой 

кислоты) помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 20 

мл воды очищенной, доводят объём 

раствора этим же растворителем до 

метки, перемешивают. 1 мл полученного 
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мкм или эквивалентная. Подвижная 

фаза: А: 85% (об/об) метанол -вода 

В: 0,05% (об/об) трифторуксусная 

кислота-вода, дегазированная 

любым удобным способом. 

Температура колонки 25-30°С, 

скорость потока подвижнй фазы 0,8 

мл/мин. Детектирование при длине 

волны – 254 нм. Объем пробы 10 

мкл. 

Приготовление раствора РСО 

абакавира сульфата. Около 21,3 мг 

(точная навеска) рабочего 

стандартного образца абакавира 

сульфата помещают в мерную 

растворяют в растворителе и 

доводят объем полученного 

раствора растворителем до метки 

(концентрация абакавира − 0,18 

мг/мл). 

Рассчитывают процентное 

содержание абакавира (Х%) по 

следующей формуле: 

Х% =  
𝑅𝑃𝑠𝑝𝑙

𝑅𝑃𝑠𝑡𝑑
×

𝑊𝑡𝑠𝑡𝑑 × 𝐷𝐹𝑠𝑝𝑙

𝑙. 𝑠 × 𝐷𝐹𝑠𝑡𝑑
× 100 , 

где: RPspl − величина ответа пика 

абакавира на хроматограмме 

испытуемого раствора; 

RPstd − величина ответа пика 

абакавира на хроматограмме 

стандартного раствора; 

Wtstd − масса навески рабочего 

стандартного образца абакавира 

сульфата в миллиграммах с учетом 

чистоты рабочего стандартного 

образца: 

𝑊𝑡𝑠𝑡𝑑 = 𝐴𝑐𝑡𝑢𝑎𝑙 𝑊𝑡𝑠𝑡𝑑 ×
𝑃

100
×

286,34

335,38
 , 

  где: Actual Wtstd − фактическая 

масса навески рабочего 

стандартного образца абакавира 

сульфата в мг; 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты до метки, 

перемешивают. 

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения калия 

гексацианоферрата: точную навеску 

препарата (около 0,0500 г калия 

гексацианоферрата) помещают в 

мерную колбу вместимостью 100 мл, 

растворяют в 20 мл воды очищенной, 

доводят объём раствора этим же 

растворителем до метки, перемешивают. 

5 мл полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 

доводят объём раствора 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты до метки, 

перемешивают. 

Расчет результатов количественного 

определения по сульфосалициловой 

кислоте проводят по формуле: 

Х =
Ах∙аст∙Кпер∙Рср

Аст∙ах
,  

Расчет результатов количественного 

определения по калия 

гексацианоферрату проводят по 

формуле: 

Х =
Ах∙аст∙Кпер∙Рср

Аст∙5∙ах
, 

где ах и Аст - оптические плотности 

определяемого вещества и оптического 

образца сравнения соответственно; αх и 

αст - точные навески определяемого 

вещества и оптического образца 

сравнения соответственно; Кпер - 

коэффициент пересчета, по 

сульфосалициловой кислоте равен 

0,2306, по калия гексацианоферрату 

равен 0,1089; Рср- средний вес таблетки. 

Количественное определение методом 

ВЭЖХ: одну таблетку, покрытую 

оболочкой, помещают в колбу 

вместимостью 500 мл, растворяют в 
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Р − чистота рабочего стандартного 

образца абакавира сульфата в 

процентах; 

286,37 − молекулярная масса 

абакавира; 

335,38 − молекулярная масса 

абакавира сульфата;  

DFspl − фактор разведения 

испытуемого раствора =  

= 1666,66 (
250 мл

5 табл
∙  

100 мл

3 мл
) ; 

DFstd − фактор разведения 

стандартного раствора = 100 мл; 

s.l. − заявленное содержание 

абакавира в 1 таблетке = 300 

мг/таблетка. 

 
 

 

 

 

300 мл воды очищенной, доводят водой 

очищенной до метки, перемешивают. 

1 мл полученного раствора переносят в 

пробирку и центрифугируют в течении 

5 мин. при 13400 оборотов/минуту. 

Супернатант вводят в хроматограф. 

Объем инжектируемой пробы – 2 мкл.  

Методика приготовления раствора 

сравнения абакавира: точную навеску 

субстанции абакавира (около 0,1000 г) 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 30 

мл воды очищенной, доводят объем 

раствора эти же растворителем до метки. 

Объем инжектируемой пробы – 2 мкл. 

Последовательно хроматографируют 

испытуемый раствор и раствор 

сравнения абакавира. Условия 

хроматографирования: колонка 

ProntoSIL-120-5-C18 AQ, элюент А – 4 

M лития перхлорат – 0,1 М хлорная 

кислота – вода (5: 95) (рН 2,8); элюент Б 

– ацетонитрил, режим элюирования – 

градиентный (2000 мкл от 5% Б до 35% 

Б), скорость потока элюента – 100 

мкл/мин, температура колонки – 35oC, 

УФ-детектор 300 нм. Ориентировочное 

время удерживания для пика абакавира 

около 8,6 мин. 
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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

ФЕДЕРАЛЬНАЯ СЛУЖБА ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ  

НД № 000468-291212  

Россия 

Зидовудин 

ПРОЕКТ ИЗМЕНЕНИЯ 

Старая редакция Новая редакция 

Количественное определение.  

Приготовление растворов; 

Испытуемый раствор: около 10 мг 

(точная навеска) субстанции 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 

20 мл метанола, доводят метанолом 

до метки, перемешивают.  

Условия хроматографирования:  

хроматографическая колонка из 

нержавеющей стали типа Hypersill 

C8 размером 250х4,0 мм, 5 мкм. 

Подвижная фаза: вода-метанол 

(80:20). Температура колонки 35°С, 

скорость потока подвижнй фазы 1,0 

мл/мин. Детектирование при длине 

волны – 265 нм. Время 

хроматографирования 35 мин. 

Ориентировочное время 

удерживания для пика зидовудина 

около 1,0 мин. 

Приготовление исходного 

стандартного раствора зидовудина: 

около 50 мг (точная навеска) 

стандартного образца зидовудина 

(USP RS) помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, растворяют в 

20 мл метанола, доводят объем 

Количественное определение. 

точную навеску препарата (0,0700 г) 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 20 

мл спирта этилового 95%, доводят 

водой очищенной объем раствора до 

метки, перемешивают. 1 мл 

полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 

доводят 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты объем 

раствора до метки, перемешивают. 

Измеряют оптическую плотность 

испытуемого раствора на 

спектрофотометре в кювете с 

толщиной рабочего слоя 10 мм при 

длине волны 267 нм . 0,1 М раствор 

хлористоводородной кислоты 

используют в качестве раствора 

сравнения. 

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения калия дихромата: 

точную навеску (0,070 г)  помещают в 

мерную колбу вместимостью 100 мл, 

растворяют в 20 мл воды очищенной, 

доводят этим же растворителем объём 

раствора до метки, перемешивают. 2 мл 

полученного раствора помещают в 
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раствора метанолом до метки, 

перемешивают. 10 мл раствора 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл и доводят 

водой до метки, перемешивают. 

Хроматографируют равные объемы 

испытуемого и стандартного 

растворов. Содержание зидовудина в 

процентах (Х), в пересчете на 

безводное, свободное от остаточных 

органических растворителей 

вещество, вычисляют по формуле: 

𝑋 =
𝑆 ∙ 𝑎𝑜 ∙ 10 ∙ 𝑃 ∙ 100 ∙ 100

𝑆𝑜 ∙ 𝑎 ∙ 50 ∙ 100 ∙ (100 − 𝑊)
= 

=
𝑆∙𝑎𝑜∙20∙𝑃

𝑆𝑜∙𝑎∙(100−𝑊)
, 

где S −  площадь основного пика на 

хроматограмме испытуемого 

раствора;  

So − площадь основного пика на 

хроматограмме стандартного 

раствора;  

а − навеска субстанции зидовудина, 

г; 

ао − навеска стандартного образца 

зидовудина, г;  

Р − содержание стандартного 

образца зидовудина, %;  

W −  суммарное содержание воды и 

остаточных органических 

растворителей в в субстанции 

зидовудина, %. 

 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 0,1 

М раствором хлористоводородной 

кислоты доводят объём раствора до 

метки, перемешивают. 

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения калия 

гексацианоферрата: точную навеску 

(0,1500 г) помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 20 

мл воды очищенной, этим же 

растворителем доводят объём раствора 

до метки, перемешивают. 5 мл 

полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 

доводят 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты объём 

раствора до метки, перемешивают. 

Расчет количественного определения 

зидовудина проводят по формуле: 

)100(

100100

WаА

КаА
Х

хоос

пероосх

−


=

, 

где Аоос и Ax - оптические плотности 

оптического образца сравнения и 

определяемого вещества 

соответственно, αх и αоос - точные 

навески определяемого вещества и 

оптического образца сравнения 

соответственно, W- влажность, %, 100 - 

коэффициент для пересчета в 

проценты, Кпер - коэффициент 

пересчета, по калия дихромату равен 

0,3637, по калия гексацианоферрату 

равен 0,4266; 
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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

ФЕДЕРАЛЬНАЯ СЛУЖБА ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ  

ФСП № 42-14702-07 

Фирма «Ранбакси Лабораториз лимитед», Индия 

Виро-Зет таблетки, покрытые оболочкой, по 300 мг 

ПРОЕКТ ИЗМЕНЕНИЯ 

 

Старая редакция Новая редакция 

Количественное определение:  

Помещают количество целых 

таблеток (5), эквивалентное около 

1500 мг зидовудина, в мерную 

колбу вместимостью 500 млв 

течение 10 минут. Доводят водой до 

метки и перемешивают. Далее 

разводят 4 мл полученного раствора 

до объема 100 мл водой и 

перемешивают. Раствор фильтруют 

через мембранный фильтр с 

размером пор 0,45 мкм или более 

тонкой пористости.  

Условия хроматографирования:  

Kromasil C8 размером 250х4,6 мм, 5 

мкм. Подвижная фаза: натрия 

ацетат-натрия 1-октансульфонат-

метанол-ацетонитрил (3:1,3:90:40). 

Доводят до рН 5,3 ледяной 

уксусной кислотой.  Температура 

колонки 25-30°С, скорость потока 

подвижной фазы 1,3 мл/мин. 

Детектирование при длине волны – 

265 нм. 

Приготовление раствора РСО 

зидовудина. Около 12 мг (точная 

навеска) USP стандартного образца 

зидовудина помещают в меную 

колбу вместимостью 100 мл и 

растворяют в 1,2 мл метанола, 

доводят водой до метки и 

перемешивают (концентрация 

около 0,12 мг/мл). Раствор 

фильтруют через мембранный 

Количественное определение методом 

спектрофотометрии: точную навеску 

таблеточной массы (около 0,1450 г) 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 20 

мл спирта этилового 95%, доводят объем 

раствора до метки водой очищенной, 

перемешивают, фильтруют, первые 

порции фильтрата отбрасывают. 1 мл 

полученного фильтрата помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 

доводят 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты объем 

раствора до метки, перемешивают. 

Измеряют оптическую плотность 

испытуемого раствора на 

спектрофотометре в кювете с толщиной 

рабочего слоя 10 мм при длине волны 

267 нм. 0,1 М раствор 

хлористоводородной кислоты 

используют в качестве раствора 

сравнения. Одновременно измеряют 

оптическую плотность растворов 

образцов сравнения калия 

гексацианоферрата, калия дихромата.  

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения калия дихромата: 

точную массу (0,070 г) помещают в 

мерную колбу вместимостью 100 мл, 

растворяют в 20 мл воды очищенной, 

доводят этим же растворителем объём 

раствора до метки, перемешивают. 2 мл 

полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 0,1 
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фильтр с размером пор 0,45 мкм или 

более тонкой пористости. 

Содержание зидовудина в одной 

таблетке (Х, мг) вычисляют по 

формуле: 

Х =
𝐴𝑇 × 𝐷𝑆 × 500 × 100 × 𝑃 × 𝐴

𝐴𝑆 × 100 × 𝐷𝑇 × 4 × 100
, 

где АT − средняя площадь пика 

зидовудина на хроматограмме 

испытуемого растовра;  

DS − масса навески USP 

стандартного образца зидовудина в 

мг; 

 DT – масса навески порошка 

таблеток в мг;  

AS − средняя площадь пика 

зидовудина на хроматограмме 

раствора стандартного образца;  

P − чистота USP стандартного 

образца зидовудина в %;  

A − средняя масса таблетки в мг. 

М раствором хлористоводородной 

кислоты доводят объём раствора до 

метки, перемешивают. 

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения калия 

гексацианоферрата: точную навеску 

(0,1500 г) помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 20 

мл воды очищенной, этим же 

растворителем доводят объём раствора 

до метки, перемешивают. 5 мл 

полученного раствора помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл, 

доводят 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты объём 

раствора до метки, перемешивают. 

Расчет результатов количественного 

определения по калия дихромату 

проводят по формуле: 

Х =
Ах∙аст∙Кпер∙Рср

Аст∙2∙ах
, 

Расчет результатов количественного 

определения по калия 

гексацианоферрату проводят по 

формуле: 

Х =
Ах∙аст∙Кпер∙Рср

Аст∙5∙ах ,
 

где Ах и Аст - оптические плотности 

определяемого вещества и оптического 

образца сравнения соответственно; αх и 

αст - точные навески определяемого 

вещества и оптического образца 

сравнения соответственно; Кпер - 

коэффициент пересчета, по калия 

дихромату равен 0,3637, по калия 

гексацианоферрату равен 0,4266; Рср- 

средний вес таблетки. 

Количественное определение методом 

ВЭЖХ: точную навеску таблеточной 

массы зидовудина (0,1000) г переносят в 

мерную колбу вместимостью 100 мл, 

растворяют в 50 мл воды очищенной, 

доводят до метки этим же 

растворителем, перемешивают. 1 мл 
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приготовленного раствора переносят в 

пробирку и центрифугируют в течении 

5 мин. при 13200 оборотов/минуту. 

Супернатант вводят в хроматограф. 

Объем инжектируемой пробы – 2 мкл.  

Приготовление стандартного 

раствора зидовудина: точную навеску 

субстанции зидовудина (около 0,1000 г) 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 30 

мл воды очищенной, доводят объем 

раствора эти же растворителем до метки. 

Объем инжектируемой пробы – 2 мкл. 

Последовательно хроматографируют 

испытуемый раствор и раствор 

сравнения зидовудина. Условия 

хроматографирования: колонка 

ProntoSIL-120-5-C18 AQ, элюент А – 4 

M лития перхлорат – 0,1 М хлорная 

кислота – вода (5: 95) (рН 2,8); элюент Б 

– ацетонитрил, режим элюирования – 

градиентный (2000 мкл от 5% Б до 35% 

Б), скорость потока элюента – 100 

мкл/мин, температура колонки – 35oC, 

УФ-детектор 270 нм. Ориентировочное 

время удерживания для пика зидовудина 

около 8,1 мин. 
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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

ФЕДЕРАЛЬНАЯ СЛУЖБА ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ  

НД № 000468-291212  

Россия 

Ламивудин 

ПРОЕКТ ИЗМЕНЕНИЯ 

Старая редакция Новая редакция 

Количественное определение.  

Приготовление растворов; 

Испытуемый раствор: около 25 мг 

(точная навеска) субстанции 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, прибавляют 50 

мл подвижной фазы, перемешивают 

до растворения, доводят объем 

раствора подвижной фазой до метки и 

перемешивают.  

Условия хроматографирования:  

хроматографическая колонка из 

нержавеющей стали типа Luna C8 

размером 250х4,6 мм с размером 

частиц 5 мкм, или аналогичная. 

Подвижная фаза: 0,025 М раствор 

ацетата аммония-метанол (95:5). 

Температура колонки 35°С, скорость 

потока подвижнй фазы 1,0 мл/мин. 

Детектирование при длине волны – 

277 нм. Время хроматографирования 

35 мин. Ориентировочное время 

удерживания для пика ламивудина 

около 7,6 мин. 

Стандартный раствор: около 25 мг 

(точная навеска стандартного образца 

ламивудина (USP RS) в 50 мл 

подвижной фазы. Хроматографируют 

Количественное определение. 

точную навеску препарата (около 

0,0500 г ламивудина) количественно 

переносят в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 

20 мл воды очищенной, доводят 

объем раствора этим же 

растворителем до метки и 

перемешиваюют. 1 мл полученного 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1 М раствором 

хлористоводородной кислоты до 

метки, перемешивают. Измеряют 

оптическую плотность испытуемого 

раствора на спектрофотометре при 

длине волны 279 нм в кювете с 

толщиной рабочего слоя 10 мм. В 

качестве раствора сравнения 

используют 0,1 М раствор 

хлористоводородной кислоты. 

Параллельно измеряют оптическую 

плотность растворов оптических 

образцов сравнения бензойной 

кислоты, фенолфталеина. 

Приготовление раствора 

оптического образца сравнения 

бензойной кислоты: точную навеску 
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равные объемы испытуемого и 

стандартного растворов. Содержание 

ламивудина в процентах (Х), в 

пересчете на безводное, свободное от 

остаточных органических 

растворителей вещество, вычисляют 

по формуле: 

𝑋 =
𝑆 ∙ 𝑎𝑜 ∙ 100 ∙ 𝑃 ∙ 100

𝑆𝑜 ∙ 𝑎𝑥 ∙ 100 ∙ (100 − 𝑊)
= 

=
𝑆∙𝑎𝑜∙100∙𝑃

𝑆𝑜∙𝑎𝑜∙(100−𝑊)
, 

где S − площадь основного пика на 

хроматограмме испытуемого 

раствора;  

So − площадь основного пика на 

хроматограмме стандартного 

раствора;  

ах − навеска субстанции ламивудина, в 

граммах; 

ао − навеска стандартного образца 

ламивудина, в граммах;  

P − содержание ламивудина в 

стандартном образце, в процентах;  

W − суммарное   содержание воды и 

сотаточных органических 

растворителей в субстанции, %. 

 

бензойной кислоты (0,2000 г), 

количественно переносят в мерную 

колбу вместимостью 100 мл с 

помощью спирта этилового 95%. 

Растворяют. Доводят объём раствора 

спиртом этиловым 95% до метки, 

перемешивают. 2 мл полученного 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1М раствором 

хлористоводородной кислоты до 

метки и перемешивают. 

Приготовление раствора 

оптического образца сравнения 

фенолфталеина: точную навеску 

фенолфталеина (0,0500 г), 

количественно переносят в мерную 

колбу вместимостью 100 мл с 

помощью спирта этилового 95%. 

Растворяют. Доводят объём раствора 

спиртом этиловым 95% до метки, 

перемешивают. 5 мл полученного 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1М раствором 

хлористоводородной кислоты до 

метки и перемешивают. 

Расчет результатов количественного 

определения проводят по формуле: 

)100(

100100

WаА

КаА
Х

хоос

пероосх

−


=

, 

где Аоос и Ах - оптические плотности 

оптического образца сравнения и 

определяемого вещества 

соответственно, αоос и αх - точные 

навески оптического образца 

сравнения и определяемого вещества 

соответственно, W- влажность, %, 100 
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- коэффициент для пересчета в 

проценты, Кпер - коэффициент 

пересчета, по фенолфталеину равен 

0,1985, по бензойной кислоте равен 

0,1132. 
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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

ФЕДЕРАЛЬНАЯ СЛУЖБА ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ  

ФСП № 42-10497-99 

Фирма «Глаксо Вэллком Оперейшенс», Венгрия 

Зеффикс таблетки, покрытые оболочкой, по 100 мг 

ПРОЕКТ ИЗМЕНЕНИЯ 

 

Старая редакция Новая редакция 

Количественное определение:  

перенести 10 таблеток в колбу 

вместимостью 250 мл, добавить 

половину объема воды. Дать время 

таблеткам набухнуть (не менее 15 

минут), после чего встряхивать 

колбу (в течение не менее 15 

минут). Перемешать, вращая колбу, 

после чего растворы 

профильтровать или 

центрифугировать. Перенести 5 мл 

в мерную колбу вместимостью 100 

мл и довести до метки подвижной 

фазой. Профильтровать. 

Условия хроматографирования:  

хроматографическая колонка из 

нержавеющей стали типа Hypersil 

BD-C8 размером 250х4,6 мм, 5 мкм. 

Подвижная фаза: 0,025 М аммония 

ацетат-метанол (рН 3,8), 

дегазированная любым удобным 

способом. Температура колонки 25-

30°С, скорость потока подвижной 

фазы 1,0 мл/мин. Детектирование 

при длине волны – 277 нм. 

Приготовление раствора РСО 

ламивудина. Перенести 20 мг 

аналитического рабочего стандарта 

ламивудина в 100-мл мерную 

колбу. Добавить около половины 

объема подвижной фазы и 

перемешать до полного 

растворения стандарта. Довести 

Количественное определение методом 

спектрофотометрии:  

точную навеску порошка растертых 

таблеток (0,1100 г), количественно 

переносят в мерную колбу 

вместимостью 100 мл с помощью 30 мл 

воды очищенной.  Доводят объем 

раствора водой очищенной до метки и 

перемешивают. Фильтруют через 

фильтровальную бумагу, отбрасывают 

первые 10-15 мл фильтрата. 

Оставшуюся часть фильтруют в сухую 

колбу, отбирают 1 мл раствора, 

переносят в колбу на 50 мл и доводят до 

метки 0,1М раствором 

хлористоводородной кислоты, измеряют 

оптическую плотность полученного 

раствора на спектрофотометре в кювете 

с толщиной рабочего слоя 10 мм при 

длине волны 279 нм; 0,1 М раствор 

хлористоводородной кислоты 

используют в качестве раствора 

сравнения. Одновременно измеряют 

оптическую плотность растворов 

бензойной кислоты и фенолфталеина, 

которые использовали в качестве 

образцов сравнения.  

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения бензойной кислоты: 

точную навеску бензойной кислоты 

(0,2000 г), количественно переносят в 

мерную колбу вместимостью 100 мл с 

помощью спирта этилового 95%. 

Растворяют. Доводят объём раствора 
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объем подвижной фазой. 

Профильтровать.  

Содержание ламивудина (% от 

заявленного) вычисляют по 

формуле: 

Х = 𝑀𝑅𝐹 × 𝐴𝑢 ×
𝐷𝐹(𝑢)

𝐷𝐹(𝑠)
×

1

𝑁
×

100

𝐿𝐶
, 

где Аu − площадь пика ламивудина 

на хроматограмме испытуемого 

раствора;  

N − количество таблеток; 

 DF(s) – фактор разведения 

стандарта (100 мл);  

DF(u) −фактор разведения 

испытуемого раствора (5000 мл); 

LC − заявленное содержание 

ламивудина (100 мг/мл);  

MRF − среднее RF стандартов. 

спиртом этиловым 95% до метки, 

перемешивают. 2 мл полученного 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1М раствором 

хлористоводородной кислоты до метки 

и перемешивают. 

Приготовление раствора оптического 

образца сравнения фенолфталеина: 

точную навеску бензойной кислоты 

(0,0500 г), количественно переносят в 

мерную колбу вместимостью 100 мл с 

помощью спирта этилового 95%. 

Растворяют. Доводят объём раствора 

спиртом этиловым 95% до метки, 

перемешивают. 5 мл полученного 

раствора помещают в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводят объём 

раствора 0,1М раствором 

хлористоводородной кислоты до метки 

и перемешивают. 

Расчет результатов количественного 

определения по бензойной кислоте 

проводят по формуле: 

Х =
Ах∙аст∙Кпер∙Рср

Аст∙5∙ах
, 

Расчет результатов количественного 

определения по фенолфталеину 

проводят по формуле: 

Х =
Ах∙аст∙Кпер∙Рср

Аст∙2∙ах
,  

где Ах и Аст - оптические плотности 

определяемого вещества и оптического 

образца сравнения соответственно; αх и 

αст - точные навески определяемого 

вещества и оптического образца 

сравнения соответственно; Кпер - 

коэффициент пересчета, по бензойной 

кислоте равен 0,1132, по фенолфталеину 

равен 0,1985; Рср- средний вес таблетки. 

Количественное определение методом 

ВЭЖХ: точную навеску таблеточной 

массы ламивудина (0,1000) г переносят 

в мерную колбу вместимостью 100 мл, 
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растворяют в 50 мл воды очищенной, 

доводят до метки этим же 

растворителем, перемешивают. 1 мл 

приготовленного раствора переносят в 

пробирку и центрифугируют в течение 

5 мин. при 13200 оборотов/минуту. 

Супернатант вводят в хроматограф. 

Объем инжектируемой пробы – 2 мкл.  

Приготовление стандартного 

раствора ламивудина: точную навеску 

субстанции ламивудина (около 0,1000 г) 

помещают в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, растворяют в 30 

мл воды очищенной, доводят объем 

раствора эти же растворителем до метки. 

Объем инжектируемой пробы – 2 мкл. 

Последовательно хроматографируют 

испытуемый раствор и раствор 

сравнения ламивудина. Условия 

хроматографирования: колонка 

ProntoSIL-120-5-C18 AQ, элюент А – 4 

M лития перхлорат – 0,1 М хлорная 

кислота – вода (5: 95) (рН 2,8); элюент Б 

– ацетонитрил, режим элюирования – 

градиентный (2000 мкл от 5% Б до 35% 

Б), скорость потока элюента – 100 

мкл/мин, температура колонки – 35oC, 

УФ-детектор 280 нм. Ориентировочное 

время удерживания для пика 

ламивудина около 4,6 мин. 
 

 

 

 


