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РОЗРОБКА МЕТОДИКИ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ 
ДІЮЧИХ РЕЧОВИН У ПЕСАРІЯХ «КЛІМЕДЕКС»

Запропоновані методики ідентифікації та кількісного визначення метронидазола, кліндами-
цина фосфату, флуконазола, дексаметазона натрія фосфату, що містяться в песаріях «Кліме-
декс», за допомогою метода ВЕРХ. Даний метод був обраний нами, тому що він найчастіше вико-
ристовується при кільсному та якісному аналізі багатокомпонетних препаратів.

В результаті експерименту встановлена можливість ідентифікації й одночасного кількісного 
визначення чотирьох діючих субстанцій в межах одного аналізу за прийнятний час та детекту-
ванні за двома довжинами хвиль.

Методика може бути використана при розробці проекту МКЯ на песарії «Клімедекс» і відтво-
рена в промислових умовах. 
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ПОСТАНОВКА ПРОБЛЕМИ
Для лікування інфекційно-запальних за-

хворювань жіночої репродуктивної сфери од-
ними з найбільш ефективних препаратів є такі, 
до складу яких входять субстанції кліндаміци-
ну фосфат, метронідазол, дексаметазон натрія 
фосфат, флуконазол. Проте, на фармацевтич-
ному ринку України недостатньо комбінованих 
препаратів на основі вищевказаних субстанцій. 
Нами розроблені песарії під умовною назвою 
«Клімедекс», до складу яких входять всі вищев-
казані субстанції та олія обліпихи. Актуальним 
є розробка методик ідентифікації та кількісного 
визначення вищевказаних субстанцій в комбі-
нованому препараті. 

АНАЛІЗ ОСТАННІХ ДОСЛІДЖЕНЬ  
І ПУБЛІКАЦІЙ

Аналіз останніх редакцій світових фармако-
пей [1 - 6] та періодичної літератури свідчить, що 
метод ВЕРХ є дуже популярним в аналізі суб-
станцій та лікарськах форм кліндаміцину фос-
фату, метронідазолу, дексаметазону натрію фос-
фату, флуконазолу [7, 9, 10, 12, 14]. Найбільш 
часто використовують колонки, заповнені окта-
децилсілільним та октилсілільним силікагелем 
[16, 17, 18, 19]. За даними літератури, сильно 
варіюють параметрами колонок (довжина, вну-
трішній діаметр, форма та розмір часток та пор 
сорбента), рухомі фази та модифікатори [8, 11, 

13, 15]. Частка інших сорбентів незначна. Дані 
з аналізу вищевказаних субстанцій у такому по-
єднанні, як у препараті «Клімедекс», відсутні.

ФОРМУЛЮВАННЯ ЦІЛЕЙ СТАТТІ
Стаття присвячена розробці методик іденти-

фікації та кількісного визначення діючих речо-
вин у песаріях під умовною назвою «Клімедекс» 
методом ВЕРХ. Наведена методика дозволяє ви-
значати кількісний вміст кліндаміцину фосфа-
ту, метронідазолу, дексаметазону натрію фосфа-
ту, флуконазолу  у вищевказаних песаріях.

ВИКЛАД ОСНОВНОГО МАТЕРІАЛУ
Об’єктами досліджень були песарії «Кліме-

декс» та субстанції, що входять до складу песарі-
їв: кліндаміцин фосфат, метронідазол, дексаме-
тазон натрія фосфат, флуконазол, олія обліпихи 
та поліетиленоксидна основа  (ПЕО 1500 та 400 
у співвідношенні 9:1) і твін-80.

Для виконання поставленої задачі нами обра-
но коротку колонку, заповнену октилсілільним 
силікагелем з маленьким розміром часток, що 
дає змогу суттєво зменшити витрати коштовних 
розчинників кваліфікації «для рідинної хрома-
тографії» без значного зменшення ефективності 
розділення.

У якості стандартних зразків використовува-
ли наступні робочі стандартні зразки: дексаме-
тазон натрій фосфат («Crystal Pharma», Іспанія), 
кліндаміцину фосфат («Zhejiang Tiantalphar-
ma», Китай), метронідазол («Luotian Hongyuan 
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Biochemical», Китай), флуконазол («Vitalife labo-
ratories», Індія).

Розробку методики кількісного визначення 
субстанцій проводили на аналітичному хро-
матографі Varian ProStar (США) у наступній 
комплектації: градієнтна система високого тис-
ку ProStar 210, спектрофотометричний діодно-
матричний детектор ProStar 330, автосамплер 
ProStar 400 з об’ємом дозуючої петлі 20 мкл, тер-
мостат для колонок ProStar 500 з використан-
ням колонки XTerra® MS C8 2.5 μm 4.6x50 mm 
з передколонкою (Waters, Ірландія).

В роботі використовували наступні розчин-
ники та реактиви: ацетонітрил «gradient grade» 
(Sigma-Aldrich), метанол для ВЕРХ (Merck), на-
трія перхлорат 98 % (Sigma-Aldrich), хлорна 
кислота 60 % (Fluka).

Для розробки методики кількісного визна-
чення діючих речовин у песаріях необхідно було 
підібрати умови, за яких в межах одного ана-
лізу можливе повне розділення чотирьох суб-
станцій (кліндаміцину фосфату, метронідазолу, 
дексаметазону натрію фосфату та флуконазолу) 
за прийнятний час. При розробці цієї методики 
було випробувано різні комбінації складу рухо-
мої фази, рН середовища та модифікаторів.

На основі експериментальних даних розро-
блена методика, у якій в якості рухомих фаз ви-
користовували: 0,1 М перхлоратний буферний 
розчин (рН 2,8) з додаванням 7 % метанолу та 
ацетонітрилу. При градієнтному елююванні було 
досягнуто повне розділення компонентів суміші 
з отриманням симетричних піків менше, ніж за 
30 хвилин. 

На підставі аналізування літературних і влас-
них експериментальних даних про розчинність 
діючих речовин у якості розчинника для при-
готування модельних, випробовуваних і розчи-
нів стандартів обрана суміш метанол-вода (9:1). 
По-перше, при використанні зазначеної суміші 
можливе утворення розчину кліндаміцину фос-
фат, метронідазолу, дексаметазону натрію фос-
фату та флуконазолу у концентраціях, достатніх 
для проведення хроматографічних досліджень 
з дотриманням необхідних (згідно пропису пре-
парату) співвідношень компонентів. По-друге, 
ця суміш не здатна розчиняти обліпихову олію. 

До складу песаріїв входить емульгатор твін-
80, що утруднює аналіз за рахунок утворення 
емульсії обліпихової олії під час пробопідготов-
ки. Нами встановлено, що розмір часток емуль-
сії завеликий для проходження крізь мембран-
ний фільтр з розміром пор 0,2 мкм та обліпихова 
олія, яка входить до складу песаріїв, майже по-
вністю залишається на фільтрі.

Деякі особливості були при обранні довжи-
ни хвилі детектування субстанцій. Специфічні 
максимуми поглинання та питомі показники 
поглинання для дексаметазону натрію фосфа-
ту, метронідазолу, флуконазолу у підкислено-
му середовищі складають 242±2 нм, 277±2 нм 
та 266±2 нм та 389, 374 та 21 відповідно [65]. 
За таких умов доцільно було б орієнтуватися на 
сполуку з найменшим питомим показником по-
глинання (флуконазол), проте, якщо зважити на 
концентрації, у яких ці компоненти входять до 
препарату, видно, що для дексаметазону натрію 
фосфату вона у 200 разів нижча, ніж для флуко-
назолу, та у 300 разів – ніж для метронідазолу.

Оскільки використання методик пробопідго-
товки, що приводили б до концентрування ви-
ключно дексаметазону натрію фосфату, було 
небажане принаймні за двох причин – необхід-
ність проведення додаткових етапів аналізу, що 
відіб’ється на часі аналізу, та внесенні систематич-
ної похибки внаслідок виконання операцій екс-
тракції, у якості хвилі детектування було обрано 
специфічну для дексаметазону, а саме, 240 нм.

Для кліндаміцину фосфату, який внаслідок 
відсутності хромофорних груп немає специфічної 
хвилі поглинання, для детектування можливо 
використання достатньо концентрованих розчи-
нів та «незручної» довжини хвилі детектування 
близько 205-215 нм або іншого детектора (реф-
рактометричного, детектора світлорозсіяння, 
мас-детектора). Нами обрано перший варіант.

Обирання наважки супозиторної маси для 
приготування випробовуваного розчину про-
водили, виходячи з того, що концентрація всіх 
компонентів в отриманому розчині повинна пе-
ревищувати межу кількісного визначення (LQ). 

Для визначення межи кількісного визначен-
ня аналітичниї методики використовували від-
ношення «сигнал-шум» згідно настанови CPMP/
ICH з валідації аналітичних процедур Q2A, гла-
ва 7 «Межа кількісного визначення», розділ 7.2, 
та враховуючи найнижчу концентрацію декса-
метазону у препараті.

Така концентрація дексаметазону натрію 
фосфату у розчині відповідає використанню на-
важки супозиторної маси у 1,6 г на 100 мл роз-
чинника, щоб не проводити аналіз на межі ви-
значення, доцільно було збільшити наважку 
супозиторної маси – до 2,0 г. 

З використанням наважки супозиторної маси 
близько 2,0 г у 100 мл розчинника відношення 
«сигнал-шум» для кліндаміцину фосфату за до-
вжини хвилі 240 нм складає близько 3,5:1, що 
придатне лише для ідентифікації, тому для де-
тектування кліндаміцину фосфату використову-
вали довжину хвилі 210 нм. Під час проведення 
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експериментальних досліджень виявили, що ця 
довжина хвилі також придатна для детектуван-
ня метронідазолу та флуконазолу. З урахуван-
ням того, що за 240 нм поглинання флуконазолу 
майже у 50 разів менше, ніж у метронідазолу, 
а за 210 нм обидва компоненти мають приблиз-
но однакове поглинання, довжина хвилі 210 нм 
обрана для детектування одночасно метроніда-
золу, флуконазолу та кліндаміцину фосфату. 
На рис. 1 та 2 наведені  хроматограми модельно-

го розчину, що містить речовини у концентраці-
ях, еквівалентних концентраціям при викорис-
танні наважки супозиторної маси близько 2,0 г 
у 100 мл розчинника. Окрім цього, на рис. 1 ви-
дно, що кліндаміцин фосфат внаслідок малого 
поглинання при 240 нм не заважає детектуван-
ню дексаметазону натрію фосфату, а при 210 нм 
дексаметазон на заважає детектуванню клінда-
міцину фосфату.

Рис. 1. Хроматограма модельного розчину:метронідазол (1,0 мг/мл), флуконазол (0,7 мг/мл), 
кліндаміцину фосфат (0,7 мг/мл), дексаметазону натрію фосфат (3,5 мкг/мл) за довжини хвилі 

240 нм (частину хроматограми масштабовано) .

Рис. 2. Хроматограма модельного розчину:метронідазол (1,0 мг/мл), флуконазол (0,7 мг/мл), 
кліндаміцину фосфат (0,7 мг/мл), дексаметазону натрію фосфат (3,5 мкг/мл) за довжини хвилі 

210 нм (частину хроматограми масштабовано).
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Для доведення специфічності методики було 
зроблене порівняння хроматограм розчинів: пла-
цебо, бланк-розчину (розчинник) та модельного 
розчину субстанцій за довжини хвилі 210 нм та 

240 нм.  Результат порівняння цих хроматограм 
дозволяє зробити висновок, що компоненти ма-
триці не заважають визначенню діючих речовин 
(рис. 3 та 4).

Рис. 3. Фрагмент хроматограм бланк-розчину (нижня хроматограма), розчину плацебо (середня) 
та модельного розчину субстанцій (верхня) за довжини хвилі 210 нм.

Рис. 4. Фрагмент хроматограм бланк-розчину (нижня хроматограма), розчину плацебо (середня) 
та модельного розчину субстанцій (верхня) за довжини хвилі 240.

На основі проведених досліджень розроблена 
методика ідентифікації та кількісного визначен-
ня кліндаміцину фосфату, метронідазолу, декса-
метазону натрію фосфату та флуконазолу у пре-
параті, що пропонується у наступному вигляді:

Ідентифікація.
На хроматограмі випробовуваного розчину, 

що отримана при кількісному визначенні, час 

утримування піків кліндаміцину фосфату, ме-
тронідазолу, дексаметазону натрію гідрофос-
фату та флуконазолу має співпадати з часом 
утримування піків кліндаміцину фосфату, ме-
тронідазолу, дексаметазону натрію фосфату та 
флуконазолу на хроматограмі розчину порівнян-
ня Б з точністю ±2%.

Кількісне визначення.
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Визначення проводять методом рідинної хро-
матографії (ДФУ*, 2.2.29).

Суміш для проб. 50 мл метанолу Р поміща-
ють у мірну колбу місткістю 500 мл, додають 300 
мл води Р, перемішують та охолоджують до кім-
натної температури. Розчин доводять водою Р до 
позначки та перемішують.

0,1 М буферний розчин натрію перхлорату 
рН 2,8. 12,24 г натрію перхлорату поміщують в 
мірну колбу на 1000 мл, розчиняють у 300 мл 
води Р та доводять до позначки тим самим роз-
чинником. Доводять рН розчину до 2,80 ± 0,05 
хлорною кислотою 60 %. 

Випробовуваний розчин. Близько 1,0 (точна 
наважка) гомогенізованої супозиторної маси із 
20 песаріїв вміщають у мірну колбу на 50,0 мл, 
додають 30 мл суміші для проб, ретельно пере-
мішують та обробляють ультразвуком протягом 
5 хвилин. Отриманий розчин охолоджують до 
кімнатної температури, доводять до позначки 
сумішшю для проб, перемішують, залишають 
на 20 хвилин та послідовно фільтрують крізь не-
йлонові мембранні фільтри з розміром пор 0,45 
мкм та 0,2 мкм.

Розчин порівняння А. Близько 0,035 г РСЗ 
дексаметазону натрію фосфату (точна наважка) 
поміщають у мірну колбу місткістю 200 мл, до-
дають 100 мл метанолу Р, розчиняють, доводять 
до позначки тим самим розчинником .

Розчин порівняння Б. Близько 0,035 г РСЗ 
кліндаміцину фосфату, 0,050 г РСЗ метроніда-
золу, 0,035 мг РСЗ флуконазолу (точні наважки) 
поміщають у мірну колбу місткістю 50,0 мл, до-
дають 30 мл суміші для проб, розчиняють, до-
дають 1 мл розчину порівняння А, доводять до 
позначки сумішшю для проб та перемішують.

Розчин для перевірки придатності хромато-
графічної системи. 2 мл розчину порівняння А 
поміщають у мірну колбу на 10 мл та доводять до 
позначки розчином порівняння Б.

Перед хроматографуванням розчини порів-
няння та розчин для перевірки придатності хро-
матографічної системи фільтрують крізь мемб-
раний фільтр з розміром пор не більше 0,45 мкм.

Умови хроматографування:
Колонка: Waters XTerra MS C8, 

50х4,6 мм, 2,5 мкм
Температура колонки: 30°С;
Рухома фаза А 0,1 М буферний розчин 

натрію перхлорату : 
метанол (93 : 7, об/об)

Рухома фаза В ацетонітрил.
Швидкість рухомої фази: 1,5 мл/хв;
Детектор: спектрофотометрич-

ний двохвильовий або 
діодно-матричний; 

Довжина хвилі детекту-
вання:

для флуконазолу та 
кліндаміцину фосфату 
210 нм, для  метроніда-
золу та дексаметазону 
натрію фосфату 240 нм;

Об’єм проби: 20 мкл.
Програма градієнта:

Час, хв РФ А, % РФ Б, %

0 95 5

1 95 5

7 87 13

22 87 13

23 95 5

25 95 5

Перед хроматографуванням колонку врівно-
важують рухомою фазою.

Послідовно хроматографують розчинник (су-
міш для проб, отримують бланк-хроматограму) 
та розчин для перевірки придатності хромато-
графічної системи (не менше 2 раз).

Порядок виходу піків та часи утримування 
відносно дексаметазону натрію фосфату: метро-
нідазол (близько 0,06), флуконазол (близько 0,31), 
кліндаміцину фосфат (близько 0,9), дексаметазон.

Хроматографична система вважається при-
датною, якщо виконуються наступні вимоги:

• на хроматограмі розчину для перевірки 
придатності хроматографічної системи за 
довжини хвилі 210 нм розрізнення (R) між 
піком кліндаміцину фосфату (час утриму-
вання близько 20 хв) та піком дексаметазону 
натрію фосфату (час утримування близько 
22,2 хв) має складати не менше 2;

• коефіцієнт симетрії (A
s
), розрахований за 

піком кліндаміцину фосфату, флуконазолу, 
метронідазолу (при 210 нм) має бути не мен-
ше 0,8 та не більше 2,0. 

З метою виконання вимог тесту придатності 
хроматографічної системи, допускається корек-
тування умов хроматографування. 

Отримують послідовно n
0
=2,3,…8 паралель-

них хроматограм розчину порівняння та розра-
ховують відносне стандартне відхилення RSD. 
Величина n

0
 є достатньою, якщо значення RSD, 

розраховане для площ піків кліндаміцину фос-
фату, флуконазолу, метронідазолу, дексамета-
зону натрію фосфату, не перевищує RSD

max
, що 

наведені у табл. 1.
Таблиця 1

Кількість паралельних інжекцій,n0

2 3 4 5 6 7 8

RSD
max 

для кліндаміцину фосфату, флуконазолу, 
метронідазолу

0,25 0,67 0,96 1,19 1,38 1,54 1,69

RSD
max 

для дексаметазону натрію фосфату

1,01 2,68 3,85 4,75 5,50 6,16 6,76
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Якщо одержані величини RSD не перевищує 
величини RSD

max
, поперемінно хроматографу-

ють однакову кількість n n
0
 разів розчин порів-

няння та випробовуваний розчин.
Розрахунок вмісту кліндаміцину фосфату, 

флуконазолу, метронідазолу (Х
1
, Х

2
, Х

3
,), в пере-

рахунку на середню масу одного песарію, у гра-
мах, обчислюють за формулою:

100××

×××

10

01
31 mS

bPmSX

де: S
1  

– середнє значення площ піків кліндаміци-
ну фосфату, або флуконазолу, або метронідазо-
лу, розраховане з хроматограм випробовуваного 
розчину;

S
0 
– середнє значення площ піків кліндаміци-

ну фосфату, або флуконазолу, або метронідазолу, 
розраховане з хроматограм розчину порівняння;

m
1 

– маса наважки супозиторної маси, г;
m

0 
– маса наважки РСЗ кліндаміцину фосфа-

ту, або РСЗ флуконазолу, або РСЗ метронідазо-
лу, г;

P – вміст активної речовини РСЗ кліндаміци-
ну фосфату, або РСЗ флуконазолу, або РСЗ ме-
тронідазолу, %;

b – середня маса песарію, г;
Розрахунок вмісту дексаметазону натрію фос-

фату (Х
4
), в перерахунку на середню масу одного 

песарію, у грамах, обчислюють за формулою:

20000××

×××

10

01
4 mS

bPmSX

де: S
1  

– середнє значення площ піку дексамета-
зону натрію фосфату, розраховане з хроматограм 
випробовуваного розчину;

S
0 
– середнє значення площ піку дексаметазо-

ну натрію фосфату, розраховане з хроматограм 
розчину порівняння;

m
1 

– маса наважки супозиторної маси, г;
m

0 
– маса наважки РСЗ дексаметазону на-

трію фосфату, г;
P – вміст активної речовини РСЗ дексамета-

зону натрію фосфату,%;
b – середня маса песарію, г;
Вміст метронідазолу у песарії має бути від 

0,1425 до 0,1575 г у перерахунку на середню масу 
одного песарію (від 95 до 105 % від номінального 
вмісту). Вміст флуконазолу у песарії має бути від 
0,0950 до 0,1050 г у перерахунку на середню масу 
одного песарію (від 95 до 105 % від номінального 
вмісту).

Вміст кліндаміцину фосфату у песарії має 
бути від 0,0950 г до 0,1050 г у перерахунку на 
середню масу одного песарію (від 95 до 105 % 
від номінального вмісту). Вміст дексаметазону 
натрію фосфату у песарії має бути від 0,0004 г 
до 0,0006 г у перерахунку на середню масу од-
ного песарію (від 80 до 120 % від номінального 
вмісту).

Після аналізу від’єднують колонку та про-
мивають передколонку тетрагідрофураном (20 
об’ємів), потім приєднують колонку та промива-
ють разом з перед передколонкою тетрагідрофу-
раном (20 об’ємів) та ацетонітрилом (10 об’ємів) 
для видалення сорбованих компонентів обліпи-
хової олії». З використанням запропонованої ме-
тодики було проаналізовано експериментальну 
серію препарату Клімедекс. 

Метрологічні характеристики середнього ре-
зультату для діючих речовин подано в табл. 2-4.

Таблиця 2
МЕТРОЛОГІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ СЕРЕДНЬОГО РЕЗУЛЬТАТУ ДЛЯ МЕТРОНІДАЗОЛУ

m ν Xi Хср S2 Scp P t(P,ν) Довірчий інтервал ε, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5 4

0,1543

0,15 0,000000588 0,0003 0,95 2,78 0,1544±0,0010 0,62

0,1531

0,1548

0,1545

0,1551

Таблиця 3
МЕТРОЛОГІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ СЕРЕДНЬОГО РЕЗУЛЬТАТУ ДЛЯ ФЛУКОНАЗОЛУ

m ν Xi Хср S2 Scp P t(P,ν) Довірчий 
інтервал

ε, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5 4

0,1047

0,10 0,000000677 0,0004 0,95 2,78 0,1046±0,0010 0,98

0,1052

0,1034

0,1043

0,1055
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Таблиця 4
МЕТРОЛОГІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ СЕРЕДНЬОГО 

РЕЗУЛЬТАТУ ДЛЯ КЛІНДАМІЦИНУ ФОСФАТУ

m ν Xi Хср S2 Scp P t(P,ν) Довірчий інтервал ε, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5 4

0,0952

0,10 0,000000553 0,0003 0,95 2,78 0,0953±0,0009 0,97

0,0959

0,0942

0,0961

0,0953

Таким чином, розроблена методика ідентифі-
кації та кількісного визначення кліндаміцину 
фосфату, метронідазолу, дексаметазону натрію 
фосфату та флуконазолу придатна для аналі-
зу діючих речовин у лікарській формі – песарії 
«Клімедекс».

ВИСНОВКИ ТА ПЕРСПЕКТИВИ 
ПОДАЛЬШИХ РОЗВІДОК

1. На основі проведених досліджень розробле-
на методика ідентифікації та кількісного визна-
чення діючих речовин: кліндаміцину фосфату, 
метронідазолу, дексаметазону натрію фосфату 
та флуконазолу у песаріях  «Клімедекс» методом 
ВЕРХ.

2. Запропонована аналітична методика може 
бути використана при розробці МКЯ на лікар-
ський препарат «Клімедекс» і відтворена в про-
мислових умовах. 
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