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1.20 СУЧАСНІ ПІДХОДИ ДО АНАЛІЗУ СУБСТАНЦІЙ 

БІОЛОГІЧНИХ/БІОТЕХНОЛОГІЧНИХ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ З 

ВИКОРИСТАННЯМ МЕТОДУ ВЕРХ 

 

Вельчинська О. В., Ніженковська І. В., Мелешко Р. А. 

 

Національний медичний університет імені О.О. Богомольця, Україна 

elena_wwu@ukr.net, iryna.nizhenkovska@gmail.com, rama8376@ukr.net 

 

Основним завданням даної роботи була адаптація умов 

хроматографування методом ВЕРХ з модифікацією методик дослідження 

та оцінкою ефективності хроматографічних колонок і нерухомої фази із 

різними характеристиками, оптимальних параметрів рухомої фази для 

аналізу чистоти субстанції лікарського засобу 

біологічного/біотехнологічного походження кларитроміцину. 

Ключові слова: кларитроміцин, антибіотик, ВЕРХ, аналіз чистоти 

субстанції, умови хроматографування. 

 

Біологічні лікарські засоби охоплюють широкий спектр препаратів: 

вакцини, сироватки, антибіотики, ферменти та інші засоби, що отримують із 

живих організмів (бактерій, грибів, вірусів, рослин, тварин або їх тканини). 

Різноманітність антибіотиків за хімічною будовою і складністю 

молекулярної структури та напрямками їхньої фармакологічної активності 

спонукала науковців до розробки різноманітних підходів до 

фармацевтичного аналізу цих препаратів, оскільки, антибіотики –  це 

хімічні речовини, які продукуються мікроорганізмами або синтезуються 

організмом людини. У зв’язку із цим виникла необхідність розширення кола 

інструментальних методів дослідження антибіотиків та впровадження нових 

більш ефективних, чутливих і високоселективних методів [1–5].  

Кларитроміцин – це  антибіотик із групи макролідів, який є похідною 

еритроміцину. Кларитроміцин використовується для лікування 

бактеріальних інфекцій, проявляє токсичність у певних дозах. Молекула 

кларитроміцину складається із 14 – членного лактонового кільця, 

пов'язаного з двома молекулами цукру. Молекула кларитроміцину 

відрізняється від молекули еритроміцину О – метильним розміщенням у 

положенні 6 лактонового кільця, яке визначає кислотостійкість і покращує 

протимікробні і фармакокінетичні властивості цієї речовини [6–9]. 

Державна Фармакопея України (ДФУ) регламентує аналіз супровідних 

домішок у складі субстанції кларитроміцину методом рідинної 

хроматографії (РХ) [10]. 

Метою даного експериментального дослідження є адаптація умов 

хроматографування методом високоефективної рідинної хроматографії 

(ВЕРХ), модифікація методик дослідження та оцінка ефективності 

хроматографічних колонок і нерухомої фази, оптимальних параметрів 

рухомої фази  для визначення чистоти субстанції лікарського засобу 

mailto:elena_wwu@ukr.net
mailto:iryna.nizhenkovska@gmail.com
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біологічного/біотехнологічного походження кларитроміцину та 

підтвердження її якості. Об’єкт дослідження – адаптація умов 

хроматографування методом ВЕРХ та методик дослідження зразків 

випробовуваної субстанції  кларитроміцину. Предмет дослідження – 

зразки випробовуваної субстанцій кларитроміцину. 

Методи та матеріали 

ВЕРХ, хроматограф Agilent 1260 Infinity II з УФ детектором, колонка 

ZORBAX EclipsePlus C18, 150x4,6х5 з температурою 40˚С, комп’ютерний 

аналіз – програма OpenLab CDS; зразки субстанції кларитроміцину, 

фармакопейний зразок ДФУ кларитроміцину, реагенти та розчинники 

(чистоти для ВЕРХ): ацетонітрил Р, кислота фосфатна Р, калію 

дигідрофосфат Р, вода для хроматографії Р.  

Результати 

Фармакопейним методом аналізу субстанцій синтетичних лікарських 

засобів та лікарських засобів біологічного/біотехнологічного походження є 

метод РХ  [10, 11]. За допомогою методу РХ виконують ідентифікацію 

активних фармацевтичних інгредієнтів (АФІ), визначають чистоту та 

супровідні речовини у складі випробовуваної субстанції. Нами 

впроваджено у практику фармацевтичного аналізу випробовуваних 

субстанцій більш ефективний та селективний метод ВЕРХ із високою 

ідентифікаційною здатністю для підвищення результативності і 

ефективності аналізу [12–15]. 

Хроматографічні дослідження супровідних домішок зразків 

субстанції  кларитроміцину проводили на хроматографі Agilent 1260 

Infinity II з УФ детектором (детектування – УФ при 205 нм),  з колонкою – 

ZORBAX EclipsePlus C18, 150x4,6х5 (40˚С). Використовували умови 

хроматографування: температура зразка – кімнатна, поток – 1,5 мл/хв, 

об’єм інжекції – 10 мкл. У якості рухомих фаз використовували: фазу A – 

розчин 4,6 г/л калію дигідрофосфату Р, рН 4.4 (за допомогою фосфорної 

кислоти Р), фазу В –  ацетонітрил Р. Градієнти представлено у таблиці 1. 
 

Таблиця. Градієнти 
Час (хв) 0 32 34 45 56 

Рухома фаза А 

(% V/V) 

75 40 40 75 75 

Рухома фаза В 

(% V/V) 

25 60 60 25 75 

      Час процедури хроматографування – 56 хв. 
 

Випробовуваний зразок субстанції готували розчиненням 75,0 мг у 

25 мл ацетонітрилу Р1, доводили до об’єму 50 мл водою Р. 

Розчини порівняння готували наступим чином: розчин порівняння 

(а): 75,0 г стандартного зразку ДФУ кларитроміцину  розчиняли у 25 мл 

ацетонітрилу Р1, доводили об’єм розчину до 50 мл водою Р; розчин 

порівняння (b): 5,0 мл розчину порівняння (а) довоили сумішшю рівних 

об'ємів ацетонітрилу Р1 і води Р до об'єму 100,0 мл; розчин порівняння (с): 
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1,0 мл розчину порівняння (b) доводили сумішшю рівних об'ємів 

ацетонітрилу Р1 і води Р до об'єму 10,0 мл. 

Для проведення комп’ютерного аналізу та інтерпретації отриманих 

результатів використовували програму OpenLab CDS. Для дослідження 

використовували базові валідовані фармакопейні методики. 

Проведена оцінка ефективності хроматографічної колонки для 

виконання хроматографування випробовуваної субстанції. Знайдено, що 

колонка для  ВЕРХ більшої довжини та з модифікованою С18 фазою 

забезпечувала краще розділення піків. Зміна часу хроматографування, 

часових параметрів градієнту та відсотковий вміст (в межах, які дозволено 

ДФУ) позитивно вплинули на форму піків та їх розділення. В результаті 

проведених досліджень встановлено, що зразки випробовуваної субстанції 

кларитроміцину містять із регламентованих Фармакопеєю 16 домішок – 9 

специфікованих домішок (J, N, E, F, P, O, K, G, Н), сумарний вміст яких не 

перевищує 3%, що є прийнятним для використання субстанції антибіотика 

при виробництві лікарських засобів. Як видно із записаних  хроматограм, 

нам вдалося підібрати оптимальні умови для розділення супровідних 

домішок з урахуванням їх фізико – хімічних властивостей (рис. 1, 2). 

 
Рис. 1 Стандартний зразок ДФУ (с) субстанції кларітроміцину  

(Rt=11,642 хв) 

 
Рис. 2. Випробовуваний зразок субстанції  кларітроміцину 

(Rt=12,674 хв); домішки: J (Rt=7,191 хв), N (Rt=18,565 хв), E (Rt=19,425 хв),  

F (Rt=122,649 хв), P (Rt=24,786 хв), O (Rt=25,229 хв), K (Rt=28,134 хв),  

G (Rt=28,524 хв), Н (Rt=28,524 хв) 
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Висновки. З метою підвищення ефективності та результативності 

аналізу субстанцій лікарських засобів біологічного/біотехнологічного 

походження актуальним завданням залишається імплементація сучасних 

чутливих і високоселективних інструментальних методів у практику 

фармацевтичного аналізу, наприклад методу ВЕРХ та його комбінацій. 

Адаптовано умови хроматографування методом ВЕРХ з 

модифікацією методик дослідження та оцінкою ефективності 

хроматографічних колонок і нерухомої фази із різними характеристиками, 

оптимальних параметрів рухомої фази на основі валідованих 

фармакопейних методик для аналізу чистоти субстанції кларитроміцину. 

Знайдено, що колонка для  ВЕРХ більшої довжини та з модифікованою С18 

фазою забезпечувала краще розділення піків. Зміна часу хроматографування, 

часових параметрів градієнту та відсотковий вміст (в межах, які дозволено 

ДФУ) позитивно вплинули на форму піків та їх розділення. 

В результаті проведених досліджень встановлено, що зразки 

випробовуваної субстанції кларитроміцину містять із регламентованих 

Фармакопеєю 16 домішок –  9 специфікованих домішок (J, N, E, F, P, O, K, 

G, Н), сумарний вміст яких не перевищує 3%, що є прийнятним для 

використання субстанції антибіотика при виробництві лікарських засобів.  
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Булботка Н. В. 99 Мокроусова О. Р. 214, 222, 233 

Вельчинська О. В. 186 Морін В. В. 162 

Вовк Т. Б. 29 Ніженковська І. В. 186 

Волошина І. М. 117, 167, 173, 180, 

 222, 281 

Нікітіна Н. С. 

Осієвська В. В. 

29 

65 

Волошкевич П. П. 191 Охмат О. А. 162, 226, 244 

Галенова Т. І. 29 Петріна Р. О. 132, 140 

Гриневич А. О. 151 Петрух А. О. 173 

Гриценко О. М. 191 Писаренко П. О. 244 

Губрій З. В. 99 Потупа В. Ю. 173 

Гур’янов Д. С. 293 Пукач П. Я. 191 

Гусейнова К. Е. 167 Ракша Н. Г. 29 

Гуцько К. І. 132 Резнік Д. I. 162 

Давидюк Д. А. 289 Саблій Л. А. 146, 151 

Данкевич Л. А. 156 Савицька К. В. 289 

Домашовець А. О. 140 Савчук О. М. 29 

Єгорова К. 117 Савчук Я. І. 156 

Жеревчук С. М. 173 Сакалова Г. В. 124 

Жолобак Н. М. 269 Січевлюк А. В. 222 

Жукова В. С.  146 Степанова Л. І. 29 

Золотар О. С. 167 Телегєєв Г. Д. 293 

Калініченко О. О. 162, 201, 226 Федько М. М. 173 

Кирилов В. О. 156 Фоменко С. В. 89 

Колесник Т. О. 226 Хейломський Д. О. 214 

Корендій В. М. 191 Цуканов І. С. 226 

Косинська Т. В. 173   

Красовська О. С. 99   


