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SECTION 9. 

BIOMEDICAL TECHNOLOGIES, INNOVATIVE PHARMACY, AND 
CLINICAL PRACTICE: SYNERGY FOR HEALTH 

УДК 615.07(075.8)

ВЕЛЬЧИНСЬКА Олена Василівна, 
доктор фармацевтичних наук, професор,  
професор кафедри хімії ліків та лікарської токсикології,  
ORCID ID: 0000-0001-7023-8493

НІЖЕНКОВСЬКА Ірина Володимирівна, 
доктор медичних наук, професор,  
зав. кафедри хімії ліків та лікарської токсикології,  
ORCID ID: 0000-0001-5065-3147
Національний медичний університет імені О. О. Богомольця,  
м. Київ, Україна 

ОСУЧАСНЕННЯ ІНСТРУМЕНТАЛЬНИХ  
МЕТОДІВ ФАРМАЦЕВТИЧНОГО АНАЛІЗУ  

ШЛЯХОМ ІМПЛЕМЕНТАЦІЇ МЕТОДУ ВЕРХ

Анотація. Державна Фармакопея України (ДФУ) регламентує аналіз 
супровідних речовин у складі випробовуваних субстанцій лікарських речовин 
методом рідинної хроматографії (РХ). Використання альтернативних 
умов хроматографування за допомогою методу високоефективної рідин- 
ної хроматографії (ВЕРХ), який демонструє вищу ідентифікаційну ефек- 
тивність під час визначення чистоти субстанцій є важливим завданням 
фармацевтичного аналізу. Рідинна хроматографія  – це  широкий клас 
методів, що включає ВЕРХ. Рухомою фазою є рідина, яка може рухатись 
під різним тиском. ВЕРХ є одним з видів рідинної хроматографії. Метод 
ВЕРХ забезпечує високоселективне розділення компонентів субстанції, 
коротший час аналізу та вищу пропускну здатність порівняно з менш 
ефективним методом РХ. Під час проведення аналізу субстанцій методом 
ВЕРХ виникає завдання адаптувати стандартизовані валідовані умови 
хроматографування та методики дослідження, які регламентовані Фар- 
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макопеями для методу РХ, для аналізу методом ВЕРХ. Адаптація  – це 
оптимізація хроматографічних умов з Eur.Ph. (метод РХ) для ВЕРХ, без 
виходу за регламентовані межі, наприклад для значення pH, складу фаз і 
буферних розчинів, температурного режиму. Це підвищує селективність, 
достатньо верифікації SST (наприклад, резолюція ≥1,5; тарілки ≥2000). 

Ключові слова: фармацевтичний аналіз, високоефективна рідинна 
хроматографія, рідинна хроматографія, субстанція, супровідні речовини.

ВВ ступ. Порівняно із методом РХ, метод ВЕРХ забезпечує високо- 
селективне розділення компонентів субстанції, коротший час ана- 

лізу та вищу пропускну здатність, що призводить до зниження ефек-
тивності методу РХ та необхідності імплементації у аналіз методу 
ВЕРХ [1, 725 c.; 2, p. 2015–2018; 3, p. 1–5; 4, p. 67–84]. Під час проведення 
аналізу субстанцій методом ВЕРХ використовують базові фармакопейні 
стандартизовані валідовані умови хроматографування та методики 
дослідження для методу РХ. При цьому часто необхідно вносити деякі 
коригування та адаптувати базові умови і методики для методу ВЕРХ. 
Адаптація  – це оптимізація хроматографічних умов з Eur.Ph. (метод 
РХ) для ВЕРХ, без виходу за регламентовані межі. Це часто стосується 
адаптування значень pH, температурного режиму роботи колонки та 
зразків, складу та співвідношення компонентів робочих розчинів, 
рухомих фаз, буферних розчинів тощо [5, p. JP2020041003A; 6, p. 
JP2020039371A; 7, p. 729–746]. Нами успішно впроваджено метод ВЕРХ у 
аналіз субстанцій лікарських речовин різної хімічної структури замість 
фармакопейного методу РХ [8, с. 168-174; 9, с. 198-207; 10, p. 5-11; 11, 
р. 20-25; 12, с. 13–21]. Нами адаптовано умови хроматографічного 
дослідження методом ВЕРХ субстанції паклітакселу, аскорбінової кис-
лоти, лактитолу та інших субстанцій з модифікацією рухомих фаз 
та співвідношення розчинників, удосконаленням та адаптуванням 
методик дослідження з використанням базових методик для РХ за Eur.
Ph. Підібрано адекватні концентрації розчинів зразків та стандартних 
фармакопейних зразків. Мінімізовано використання хімічних реа- 
гентів та агресивних розчинників, що відповідає вимогам «зеленої» 
хімії. Отримані результати дозволяють робити висновок щодо ступеню 
очистки випробовуваних субстанцій та їх готовності для використання 
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у подальших технологічних процедурах [8, с. 168–174; 9, с. 198-207; 10, 
p. 5–11; 11, р. 20–25; 12, с. 13–21].

Мета статті. Описати переваги використання методу ВЕРХ у фар- 
мацевтичному аналізі випробовуваних субстанцій лікарських речовин 
для їх ідентифікації та визначення чистоти. 

Хлоргексидин – це універсальний антисептик, який використовується 
майже в усіх галузях медицини: в хірургії та травматології, в стоматології 
(при лікуванні стоматиту, гінгівіту та пародонтиту, в гінекології та урології 
(лікування вагінитів, уретритів), в отоларингології та дерматології (дез- 
інфекція шкіри при акне, використання у складі медичних шампунів 
для лікування проблем шкіри голови) тощо. Хлоргексидин вважається 
безпечним при зовнішньому застосуванні. Він практично не всмоктується 
через шкіру та слизові оболонки в системний кровотік, має специфічні 
види токсичності: нейротоксичність (не допускається контакт з мозко-
вими оболонками під час нейрохірургічних операцій), ототоксичність 
(заборонено заливати у вуха, якщо є підозра на перфорацію барабанної 
перетинки, потрапляння в середнє вухо може призвести до незворотної 
глухоти), цитотоксичність (токсичний не лише для бактерій, а й для 
фібробластів), офтальмотоксичність (при потраплянні в очі викликає 
сильне подразнення, стійке помутніння рогівки або кон’юнктивіт), пе- 
роральна токсичність (опік стравоходу, нудота, гастрит), репродуктивна 
токсичність. Під час метаболізму хлоргексидину може утворюватися 
p-хлоранілін, який є потенційним канцерогеном, викликає утворення 
метгемоглобіну в крові. ДФУ не регламентує аналіз хлоргексидину суб- 
станції. Європейська Фармакопея висуває певні вимоги до фармацевтич- 
ного аналізу лікарських засобів: Хлоргексидину діацетату, Хлоргексиди- 
ну диглюконату (розчин), Хлоргексидину дигідрохлориду. Ідентифікація 
хлоргексидину проводиться методом ІЧ-абсорбційної спектрофотомет- 
рії, хроматографічним методом. Супровідні речовини у складі субстанції 
хлоргексидину визначають методом РХ (2.2.29). Субстанцію хлоргекси- 
дину розчиняють у суміші трифлуороацетатна кислота Р – ацетонітрил 
Р  – трифлуороацетатна кислота Р, у воді для хроматографування або 
трифлуороацетатній кислоті Р. Серед регламентованих Eur. Ph. спе-
цифікованих домішок субстанції хлоргексидину відносять домішки: 
А, H, I, K, N, O, P. Контроль домішок в субстанції для фармацевтичного 
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виробництва виконують за неспецифікованими домішками B, E, F, 
G, M. Ліміт для домішок І та О 0,4 %; домішки К 0,3 %; домішок A, 
H, N 0,15 %; неспецифікованих домішок 0,10 %; сумарно 0,8 %. Для 
проведення хроматографічних досліджень методом ВЕРХ субстанції 
хлоргексидину нами використовувався хроматограф Agilent 1260 Infinity 
II з УФ детектором (при 254 нм) з колонкою INERTSIL ODS-3V (розміри 
250х4,6х5) та температурою  – 25˚С. Час хроматографування 60 хв. 
Використовували рухомі фази: рухома фаза А  – суміш розчинників для 
ВЕРХ: трифлуороацетатна кислота Р – ацетонітрил Р – трифлуороацетатна 
кислота Р у воді для хроматографування, 0,1 % Р (20:20:80, V/V/V); рухома 
фаза В  – суміш розчинників для ВЕРХ: трифлуороацетатна кислота 
Р  – трифлуороацетатна кислота Р у воді для хроматографування Р  – 
трифлуороацетатна кислота Р у ацетонітрилі Р (10:10:90, V/V/V). Виконана 
перевірка придатності хроматографічної системи. Записані хроматограми 
(Рис. 1. Хроматограма фармакопейного стандартного зразку ДФУ 
хлоргексидину (Rt = 36,125 хв). Рис. 2. Хроматограма випробовуваного 
зразку хлоргексидину: хлоргексидин Rt = 36,125 хв, домішка L Rt = 8,953 
хв, домішка N Rt = 14,860 хв, домішка B Rt = 15,326 хв, домішка H Rt = 30,601 
хв, домішка J Rt = 32,280 хв).

Рис. 1. Хроматограма фармакопейного стандартного зразку  
ДФУ хлоргексидину (Rt = 36,125 хв). 

Джерело: авторська розробка.

На отриманих хроматограмах спостерігаються чіткі сигнали АФІ 
хлоргексидину Rt = 36,125 хв та специфікованих домішок N Rt = 14,860 хв 
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та H Rt = 30,601 хв, неспецифікованих домішок L Rt = 8,953 хв, B Rt = 15,326 
хв, J Rt = 32,280 хв. Однак, їх сумарний вміст не перевищує регламентовані 
фармакопейні вимоги.

Рис. 2. Хроматограма випробовуваного зразку хлоргексидину: хлоргексидин  
Rt = 36,125 хв, домішка L Rt = 8,953 хв, домішка N Rt = 14,860 хв, домішка  

B Rt = 15,326 хв, домішка H Rt = 30,601 хв, домішка J Rt = 32,280 хв. 

Джерело: авторська розробка.

Запропоновано модифікацію рухомих фаз: рухома фаза А  – суміш 
розчинників для ВЕРХ: трифлуороацетатна кислота Р  – ацетонітрил 
Р  – трифлуороацетатна кислота Р у воді для хроматографування, 0,1 % 
Р (20:20:80, V/V/V); рухома фаза В  – суміш розчинників для ВЕРХ: 
трифлуороацетатна кислота Р – трифлуороацетатна кислота Р у воді для 
хроматографування Р  – трифлуороацетатна кислота Р у ацетонітрилі Р 
(10:10:90, V/V/V). Умови хроматографування методом ВЕРХ адаптовано, 
а досліджувана субстанція хлоргексидину відповідає фармакопейним 
вимогам чистоти.

Висновки. 
1.	 Адаптовано умови хроматографічного дослідження методом 

ВЕРХ субстанції хлоргексидину з метою ідентифікації АФІ, виз- 
начення її чистоти.

2.	 Модифіковано методики дослідження: рухома фаза А  – суміш 
розчинників для ВЕРХ: трифлуороацетатна кислота Р – ацетонітрил 
Р  – трифлуороацетатна кислота Р у воді для хроматографування, 
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0,1 % Р (20:20:80, V/V/V); рухома фаза В – суміш розчинників для 
ВЕРХ: трифлуороацетатна кислота Р – трифлуороацетатна кислота 
Р у воді для хроматографування Р – трифлуороацетатна кислота Р у 
ацетонітрилі Р (10:10:90, V/V/V). 

3.	 На отриманих хроматограмах спостерігаються чіткі сигнали АФІ 
хлоргексидину Rt = 36,125 хв та специфікованих домішок N Rt= 14,860 
хв та H Rt = 30,601 хв, неспецифікованих домішок L Rt = 8,953 хв, B Rt 
= 15,326 хв, J Rt = 32,280 хв. Однак, їх сумарний вміст не перевищує 
регламентовані фармакопейні вимоги. Умови хроматографування 
методом ВЕРХ адаптовано для фармацевтичного аналізу субстанції 
хлоргексидину, а досліджувана субстанція хлоргексидину відповідає 
фармакопейним вимогам чистоти.
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Annotation. The aim of the project was to analyse, in light of the growing 
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