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Уважаемые коллеги!

Тема «Гармонизация фармакопейных стандартов: 
опыт Российской Федерации», которой посвящен 
данный выпуск журнала, имеет не только научное, 
но и стратегическое значение. Стандартизация ле-
карственных средств лежит в основе формирования 
единого фармацевтического рынка ЕАЭС, обеспече-
ния технологического суверенитета страны, а также 
повышения конкурентоспособности отечественных 
производителей.

Гармонизация фармакопейных стандартов пред-
ставляет собой процесс сближения и унификации 
требований к качеству, безопасности и методам 
контроля лекарственных средств, закрепленных в на-
циональных фармакопеях разных стран. Это не про-
сто техническое согласование текстов, а создание 

единого правового поля, в котором методы анализа дают сопоставимые результаты 
независимо от того, в какой лаборатории они проводятся, критерии качества предъ-
являют одинаковые требования к субстанциям и готовым препаратам, а фармако-
пейные статьи становятся взаимопризнаваемыми, что устраняет необходимость по-
вторных испытаний при регистрации в разных странах.

Российская Федерация активно участвует в международных инициативах по гар-
монизации фармакопей. Это позволяет нам не только заимствовать передовые ме-
тоды, но и транслировать собственный опыт, укрепляя позиции отечественной регу-
ляторной науки на международной арене.

В данном выпуске журнала на примере России рассматривается процесс унифика-
ции требований к качеству лекарственных средств в рамках ЕАЭС и международно-
го сотрудничества. В номере представлены интервью с Е.Л.  Ковалевой, директором 
Центра экспертизы качества лекарственных средств ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России, и статьи ведущих специалистов по вопросам развития Государственной 
фармакопеи, сравнительного анализа фармакопейных требований к конкретным 
лекарственным средствам (лоперамид, метоклопрамид), а также материалы по раз-
работке, валидации и трансферу микробиологических методик анализа, методам 
пептидного картирования в контроле качества моноклональных антител, монито-
рингу терапевтических препаратов, процедуре биовейвера.

Уверена, что материалы номера будут полезны всем, кто участвует в создании 
и совершенствовании системы обеспечения качества, эффективности и безопасно-
сти лекарственных средств.

Искренне ваша, 
главный редактор

Косенко 
Валентина Владимировна
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Единые мировые стандарты 
на лекарственные средства: 
миф или реальность?

	 Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

	 Ковалева Елена Леонардовна; kovaleva@expmed.ru

В интервью рассматриваются ключевые аспекты гармонизации фармако-
пейных стандартов на лекарственные средства в условиях глобализации 
фармацевтического рынка. Автор анализирует опыт международных органи-
заций (ВОЗ, ICH, PDG) и оценивает реалистичность создания единых миро-
вых стандартов качества. Особое внимание уделено процессу формирова-
ния Фармакопеи ЕАЭС, принципам унификации терминологии, разработке 
Номенклатуры лекарственных форм, а также методологическим различиям 
между ведущими фармакопеями (USP, Ph. Eur., BP, JP). Выявлены основные 
барьеры на пути к полной унификации: расхождения в подходах к иден-
тификации, контролю примесей, нормированию содержания действующих 
веществ и проблеме взаимозаменяемости фармакопейных стандартных об-
разцов. Делается вывод, что единый мировой стандарт качества остается 
долгосрочным ориентиром, тогда как региональная гармонизация в рамках 
ЕАЭС представляет собой эффективный и практичный этап сближения регу-
ляторных требований.
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органы

Для цитирования: Ковалева Е.Л. Единые мировые стандарты на лекарственные средства: миф 
или  реальность? Регуляторные исследования и  экспертиза лекарственных средств. 2026;16(2):128–132.  
https://doi.org/10.30895/1991-2919-2026-16-2-128-132

HERBAL MEDICINAL PRODUCTS

4.0

Е.Л. Ковалева

РЕЗЮМЕ

© Е.Л. Ковалева, 2026
Издатель ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России

Елена КОВАЛЕВА: 
«Создание единых мировых стандартов 
качества лекарственных средств — это, скорее, 
стратегическая цель, чем вопрос ближайшего 
будущего»

Elena KOVALEVA: 
“The creation of uniform global standards 
for the quality of medicines is more of a strategic goal 
than a matter for the near future”
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Unified global standards for medicines:  
Myth or reality?

	 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

	 Elena L. Kovaleva; kovaleva@expmed.ru

This interview examines key aspects of harmonizing pharmacopoeial standards for 
medicines in the context of a globalized pharmaceutical market. The author ana-
lyzes the experience of international organizations (WHO, ICH, PDG) and assesses 
the feasibility of creating uniform global quality standards. Particular attention is 
paid to the development of the EAEU Pharmacopoeia, the principles of terminology 
unification, the development of the Nomenclature of Dosage Forms, and the me
thodological differences between leading pharmacopoeias (USP, Ph. Eur., BP, JP). 
The main barriers to full unification are identified: discrepancies in approaches to 
identification, impurity control, standardization of active ingredient content, and 
the issue of interchangeability of pharmacopoeial standard samples. The author 
concludes that a uniform global quality standard remains a long-term goal, while 
regional harmonization within the EAEU represents an effective and practical step 
toward converging regulatory requirements.

Keywords: pharmacopoeia; medicinal products; harmonisation; quality standards; regulatory authorities

For citation: Kovaleva E.L. Unified global standards for medicines: Myth or reality? Regulatory Research and Medi-
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Лекарственный рынок  — один из самых глоба-
лизированных и одновременно наиболее строго 
регулируемых государствами секторов мировой 
экономики. В условиях, когда фармацевтиче-
ская продукция пересекает национальные грани-
цы, а цепочки поставок охватывают несколько 
континентов, стандартизация и гармонизация 
требований к качеству, эффективности и без-
опасности лекарственных средств приобретают 
особое значение.

Почему это важно для всех участников фарма-
цевтического рынка? Потому, что для пациен-
тов это гарантия получения качественных и эф-
фективных препаратов независимо от страны 
производства; для регуляторов  — устранение 
дублирования экспертиз, ускорение регистрации, 
повышение прозрачности процедур; для фарм­
индустрии  — снижение издержек на разработку 
и регистрацию, упрощение выхода на новые 
рынки; наконец, для международной торговли  — 
устранение технических барьеров, создание рав-
ных условий конкуренции.

Таким образом, гармонизация — это не унификация 
ради унификации, а выработка общих принципов, 
позволяющих разным регуляторным системам 
«говорить на одном языке». В этом контексте 
опыт международных организаций (ВОЗ, ICH, PDG) 
и региональных объединений (ЕАЭС) представ-
ляет особую ценность.

О текущем состоянии и перспективах гармони-
зации фармакопейных стандартов интервью 
с доктором фармацевтических наук, директо-
ром Центра экспертизы качества лекарствен-
ных средств ФГБУ «Научный центр экспертизы 
средств медицинского применения» Минздрава 
России, членом Фармакопейного комитета ЕАЭС 
и Совета Минздрава России по Государственной 
фармакопее Е.Л. КОВАЛЁВОЙ.

 – Елена Леонардовна, лекарственный рынок 
является одним из самых глобальных. Почему 
так важно создать единые мировые стандарты 
на лекарственные средства и какие междуна-
родные регуляторные организации в этом за-
действованы?

Глобализация фармацевтического рынка де-
лает необходимым сближение национальных 
регуляторных механизмов и фармакопейных 
стандартов. Это нужно прежде всего не толь-
ко для обеспечения населения гарантированно 
качественными и эффективными препаратами, 
но и для устранения препятствий в международ-
ной торговле.

Гармонизация требований к качеству, эффектив- 
ности и безопасности  — задача, на решение  
которой направлена деятельность многих меж-
дународных организаций: Всемирной органи-
зации здравоохранения (ВОЗ), Международ
ного совета по гармонизации требований 
к лекарственным препаратам для медицинского 

ABSTRACT

Elena L. Kovaleva
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применения (ICH), Фармакопейной дискуссион-
ной группы (PDG), Европейского агентства ле-
карственных средств (EMA) и других органи-
заций. К моменту образования Евразийского 
экономического союза (ЕАЭС) в 2015 г. уже был 
накоплен определенный международный опыт 
в этом направлении.

Важнейшие результаты работы ВОЗ в этой обла-
сти включают Международную фармакопею, ру-
ководства по обеспечению качества, базу меж-
дународных стандартных образцов, создание 
Надлежащей фармакопейной практики.

Международный совет по гармонизации так-
же ведет плодотворную работу по разработке 
единых требований на всех этапах жизненного 
цикла лекарств. Членами этой организации яв-
ляются EMA, FDA, Министерство здравоохране-
ния Японии, а в качестве наблюдателей — ВОЗ, 
Министерство здравоохранения Канады и др.

Основная задача ICH  — исключить дублирова-
ние исследований. ICH добился успехов в гар-
монизации формата регистрационного досье: 
его решения признаны многими странами, вклю-
чая государства ЕАЭС. Многие фармакопейные 
требования, например по остаточным органи-
ческим растворителям, элементным, органиче-
ским и генотоксичным примесям, изначально 
были установлены в руководствах ICH и толь-
ко потом включены в Фармакопею США (USP), 
Европейскую фармакопею (Ph. Eur.), а в послед-
нее время  — в Государственную фармакопею 
Российской Федерации (ГФ РФ) и Фармакопею 
Евразийского экономического союза (ФЕАЭС).

 – Скажите, а какую роль в гармонизации иг-
рает Фармакопейная дискуссионная группа? 
Насколько успешен ее опыт?
В 1989 г. руководители фармакопей США, Японии 
и ЕС организовали PDG с целью устранения фун-
даментальных различий в философии, политике 
и процедурах этих фармакопей. В 2023 г. к груп-
пе присоединилась Индийская фармакопея, 
а в 2024 г. кандидатом в члены официально объ-
явлена Корейская фармакопея.

Таким образом, уже 36 лет Фармакопейная дис-
куссионная группа работает над общими моно-
графиями на испытания и методы испытаний 
и частными монографиями на вспомогательные 
вещества. К сожалению, в среднем за год гото-
вится не более трех гармонизированных моно-
графий. При этом даже в согласованных статьях 
сохраняются отметки об особых требованиях 
для каждой из трех ведущих фармакопей, а не-
которые разделы остаются «негармонизирован-
ными». Учитывая, что в каждой фармакопее 

число статей превышает тысячи, процесс, похо-
же, растягивается на долгие годы.

В 2010 г. заявлялось о начале работы над пи-
лотными монографиями на активные фармацев-
тические субстанции, но о положительных ре-
зультатах так и не было объявлено.

 – Елена Леонардовна, как выстроена работа 
по гармонизации в Евразийском экономическом 
союзе? Какие принципы лежат в основе созда-
ния Фармакопеи ЕАЭС?
В Евразийской экономической комиссии (ЕЭК) 
деятельность по гармонизации требований 
к обеспечению качества, эффективности и без-
опасности лекарственных средств ведется па-
раллельно по двум направлениям: по разра-
ботке единых требований к регулированию 
обращения лекарственных средств и созданию 
Фармакопеи ЕАЭС (ФЕАЭС).

Согласно ст. 30 Договора о Евразийском эконо-
мическом союзе (29.05.2014) государства-члены 
создают общий рынок лекарственных средств, 
основанный на принципах, в числе которых 
гармонизация и унификация законодательства 
в сфере обращения лекарственных средств; 
обеспечение единства обязательных требова-
ний к качеству, эффективности и безопасности 
лекарственных средств, находящихся в обраще-
нии на территории Союза; разработка и при-
менение одинаковых или сопоставимых мето-
дов исследований и контроля. Нормативные 
правовые акты Евразийской экономической 
комиссии составляют базисный уровень стан-
дартов, дополняя и конкретизируя положения 
Фармакопеи ЕАЭС.

Государственные фармакопеи Казахстана 
и Беларуси создавались на основе Европейской 
фармакопеи (Ph. Eur.). При этом в ряде статей 
сохранены национальные требования или пол-
ностью приведены национальные фармакопей-
ные статьи. ГФ РФ XV изд. также в значительной 
степени ориентирована на Ph. Eur.

В Концепции гармонизации фармакопей ЕАЭС 
в качестве приоритетной заявлена Европейская 
фармакопея1, для USP и Британской фармако-
пеи (BP) установлен второй уровень приоритет-
ности. Японская фармакопея (JP) не включена 
в число приоритетных, хотя в международной 
практике относится к числу ведущих фармако-
пей: она отличается менее строгими требовани-
ями, но при этом японские препараты, безуслов-
но, качественные, эффективные и безопасные.

 – Вопросы терминологии и классификации ле-
карственных форм — одни из самых сложных 
при гармонизации фармакопейных требований. 

1	 Решение Коллегии ЕЭК от 22.09.2015 № 119 «О Концепции гармонизации фармакопеи государств — членов Евразийского 
экономического союза». https://base.garant.ru/71199422/

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D0%BA%D0%BE%D0%BD%D0%BE%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D1%81%D0%BE%D1%8E%D0%B7
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Скажите, как они решаются в рамках создания 
Фармакопеи ЕАЭС?
Да, все верно, именно поэтому работа 
над ФЕАЭС изначально включала два ключевых 
направления:
а)  унификацию фармакопейной терминологии 
и создание глоссария фармакопейных терминов, 
т.е. создание единого «фармакопейного языка» 
для государств — членов ЕАЭС;
б)  подготовку общих фармакопейных статей 
на испытания, методы и методики анализа, ле-
карственные формы, группы лекарственных 
препаратов (моноклональные антитела, расти-
тельные лекарственные средства, радиофарма-
цевтические лекарственные препараты и т.д.), 
упаковку и упаковочные материалы.

Неразрывную связь нормативных правовых 
актов ЕЭК и ФЕАЭС можно проследить на та-
ком примере. Одним из первых принятых до-
кументов по лекарственным препаратам стало 
Решение Коллегии ЕЭК №  172 об утвержде-
нии Номенклатуры лекарственных форм2. 
Необходимость стандартизации и унификации 
наименований лекарственных форм была обу-
словлена следующими причинами: отсутстви-
ем единых правил и моделей формирования 
наименований лекарственных форм, многова-
риантностью написания наименований лекар-
ственных форм, а также несовместимостью 
информационно-поисковых систем по пара-
метру «лекарственная форма» и отдельным 
документам.

Ранее воспроизведенные лекарственные пре-
параты от разных производителей регистри-
ровались с разными названиями одной и той 
же формы, например: «таблетки для рассасы-
вания», «таблетки, диспергируемые в полости 
рта», «таблетки-лиофилизат». Номенклатура 
обеспечила единый подход к классификации. 
На ее основе разработаны соответствующие 
общие фармакопейные статьи, устанавлива-
ющие принципы формирования стандартов 
качества, что существенно облегчило работу 
заявителям при подготовке регистрацион-
ных досье и экспертам. Концепция выделения 
лекарственных форм в ФЕАЭС близка к USP. 
Фармакопея ЕАЭС:
1)  устанавливает принципы классификации ле-
карственных форм в соответствии с номенкла-
турой;
2)  предлагает стандартизированную и унифици-
рованную терминологию лекарственных форм;
3)  определяет принципы формирования стан-
дартов качества для разных лекарственных 
форм и критерии включения показателей;

4)  регламентирует использование методов ана-
лиза, критерии приемлемости и определяет ин-
терпретацию результатов.

 – И на каком этапе сейчас находится работа 
над Фармакопеей ЕАЭС? Каков ее международ-
ный статус?
В настоящее время завершена работа над пер-
вым томом Фармакопеи ЕАЭС, включающим 
общие фармакопейные статьи по методам ана-
лиза и фармацевтико-технологическим испы-
таниям; общим требованиям к лекарственным 
формам и группам препаратов; биологическим, 
растительным и радиофармацевтическим ле-
карственным средствам; субстанциям для фар-
мацевтического применения и упаковочным 
материалам. Следующий том будет посвящен 
частным монографиям на активные фармацев-
тические субстанции, вспомогательные веще-
ства и готовые лекарственные препараты.

Что касается статуса Фармакопеи ЕАЭС, то она 
включена в Индекс фармакопей мира под эги-
дой ВОЗ как региональная фармакопея.

Вообще в настоящее время в мире насчитывает-
ся около 40 национальных и региональных фар-
макопей. В феврале 2025 г. в Дели состоялся 15-й 
Форум мировых фармакопей, в котором прини-
мала участие и российская делегация. На фору-
ме обсуждались вопросы возможности создания 
единых мировых стандартов и взаимозаменяе-
мости фармакопейных стандартных образцов.

 – Насколько, на ваш взгляд, взаимозаменяемы 
фармакопейные стандартные образцы разных 
фармакопей?
Минули времена, когда разработчикам можно 
было указывать в методиках, что используются 
стандартные образцы «аналогичного качества». 
Сегодня взаимозаменяемость стандартных об-
разцов должна быть обоснована и доказана про-
веркой применимости в условиях конкретной 
методики. Это требует дополнительных иссле-
дований, но именно такой подход обеспечивает 
достоверность результатов контроля качества.

 – Елена Леонардовна, понятно, что процессу 
гармонизации во многом препятствуют мето-
дологические различия. А вы можете назвать 
основные факторы, которые мешают созданию 
единых стандартов качества на лекарственные 
средства?
Вы правы: создание унифицированных требо-
ваний к контролю качества активных фарма-
цевтических субстанций (АФС) и лекарственных 
препаратов пока проблематично именно из-за 
различий в самой философии фармакопей.

2	 Решение Коллегии ЕЭК от 22.12.2015 № 172 «Об утверждении Номенклатуры лекарственных форм».  
https://www.consultant.ru/law/hotdocs/45550.html
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Даже для так называемых химических синтети-
ческих лекарственных средств малых молекул 
имеются существенные различия.
1.  Методы идентификации. В BP и USP для иден-
тификации лекарственных препаратов исполь-
зуется метод ИК-спектрометрии, тогда как в ГФ 
РФ этот метод включен только в статьи на АФС.
В Решении Коллегии ЕЭК от 2018 г. № 1513 указа-
но, что метод ИК-спектрометрии является спе-
цифичным и достаточным для идентификации 
препаратов, при этом в BP и USP в монографи-
ях на лекарственные препараты дополнительно 
к ИК-спектрометрии включают второй метод 
идентификации, например, метод ВЭЖХ.
2.  Альтернативные испытания. Ph. Eur. и Между
народная фармакопея включают альтернативные 
методы идентификации АФС и препаратов.
3.  Стандартные спектры. JP использует стан-
дартные рисунки УФ-спектров, BP и JP  — 
ИК-спектров вместо стандартных образцов 
или наряду со стандартными образцами.
4.  Профили примесей. Одноименные АФС/препа-
раты в разных фармакопеях могут иметь разные 
способы синтеза/получения и, соответственно, 
отличающиеся профили примесей (качественный 
состав примесей и устанавливаемые пределы).
5.  Контроль примесей в препаратах. USP и Ph. Eur. 
предусматривают контроль только продуктов де-
струкции и технологических примесей ЛП, тогда 
как BP — совместно с примесями синтеза АФС.
6.  Гибкий подход USP. Включение разных методик 
и норм для контроля примесей в лекарственных 
средствах и показателя «Растворение» в пре-
паратах с разным составом вспомогательных 
веществ. Традиционно фармакопея устанавли-
вает один стандарт на лекарственное средство, 
но сегодня мы видим, что в USP требования 
разных производителей с учетом синтеза АФС, 
технологии получения, состава вспомогатель-
ных вещества в препарате становятся фармако-
пейными.
7.  Нормирование содержания действующего ве-
щества в препарате. 95–105% от заявленного 
в Ph. Eur. и BP против 90–110% в USP, ГФ РФ и др.

Даже в гармонизированных монографиях 
PDG на вспомогательные вещества различия 
сохраняются: Ph. Eur. переносит часть испы-
таний в производственный контроль, тогда 
как USP включает их в спецификацию на вспо-
могательное вещество (например, контроль 
канцерогенных асбестовых примесей в таль-
ке). Поскольку производство вспомогатель-
ных веществ пока не подлежит обязатель-
ному инспектированию по GMP, возникает 
вопрос: как гарантируется выполнение произ-
водственного контроля производителем вспо-
могательного вещества?

Таким образом, становится очевидно, что со-
здание единых стандартов качества  — вопрос 
не ближайшего будущего.

 – Известно, что ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России также участвует в работе по гармониза-
ции стандартов качества. Скажите, в чем заклю-
чается это участие?
ФГБУ «НЦЭСМП» активно участвует в работе 
по гармонизации стандартов качества и требо-
ваний к обеспечению качества лекарственных 
средств. Это включает работу в Фармакопейном 
комитете ЕАЭС по созданию региональной 
ФЕАЭС и участие в рабочей группе по формиро-
ванию общих подходов к регулированию об-
ращения лекарственных средств в рамках ЕАЭС.

С 2012 года Научный центр участвует в заседани-
ях Экспертного комитета ВОЗ по спецификациям 
на лекарственные средства, отвечающего за раз-
работку стандартов для Международной фарма-
копеи. С 2014 г. мы являемся постоянными участ-
никами ежегодного Международного заседания 
фармакопей под эгидой ВОЗ, которое в этом году 
проводится уже в 16-й раз. В частности, Российская 
Федерация внесла непосредственный вклад в раз-
работку руководства ВОЗ по Надлежащей фарма-
копейной практике и его приложений.

Научный центр также сотрудничает с Индийской 
фармакопеей, а в планах  — развитие взаимо-
действия с Фармакопеей КНР.

В рамках деятельности по подготовке ФЕАЭС 
также проводится работа по приведению общих 
фармакопейных статей и фармакопейных статей 
в соответствие с гармонизированными PDG фар-
макопейными стандартами на вспомогательные 
вещества, испытания и методы испытаний. 

Все это позволяет не только переносить меж-
дународный опыт на «национальную почву», 
но и передавать свои наработки для внедрения 
в практику.

 – И все же, Елена Леонардовна, какой вывод 
можно сделать о перспективах глобальной гар-
монизации?
Отвечу так: гармонизация  — это не бинарный 
процесс «все или ничего», а постепенное сбли-
жение подходов. Пока что единые мировые 
стандарты  — скорее, ориентир, чем реальность. 
Но движение в этом направлении уже приносит 
результаты: унифицированные форматы реги-
страционного досье, согласованные требования 
к примесям, общие принципы классификации. 
Главное — сохранять баланс между стремлением 
к глобальной совместимости и необходимостью 
учитывать специфику национальных требований.

Беседовала Ольга Федотова
3	 Решение Коллегии ЕЭК от 07.09.2018 № 151 «Об утверждении Руководства по составлению нормативного документа по ка-

честву лекарственного препарата». https://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/71945170/
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ВВЕДЕНИЕ. Государственная фармакопея Российской Федерации (ГФ РФ) яв-
ляется ключевым сводом обязательных требований к качеству лекарственных 
средств, при этом векторы ее развития не только основываются на совершен-
ствовании правового поля, но также учитывают и основные тренды развития 
региональной фармакопеи — Фармакопеи Евразийского экономического союза 
(ЕАЭС). Необходимым условием для обеспечения устойчивого и последователь-
ного совершенствования фармакопейных подходов и требований является про-
ведение регулярного анализа актуального состояния фармакопеи и определение 
наиболее перспективных и востребованных направлений дальнейшего развития.
ЦЕЛЬ. Определение перспективных направлений развития Государственной 
фармакопеи Российской Федерации в условиях формирования единого фарма-
цевтического рынка ЕАЭС.
ОБСУЖДЕНИЕ. Рассмотрены основные изменения в правовом поле на нацио-
нальном и региональном (ЕАЭС) уровнях, в том числе обновленный Порядок 
разработки статей для ГФ РФ, содержащий прямое указание о необходимости 
учета требований Фармакопеи ЕАЭС при разработке российской фармакопеи, 
и Стратегия развития Фармакопеи ЕАЭС на период до 2035 г., содержащая базо-
вые принципы, цель Стратегии, этапы ее реализации и необходимые мероприя-
тия. Приведены актуальные сведения о составе ГФ РФ XV изд., а также предло-
жены перспективные направления развития фармакопейных требований.
ВЫВОДЫ. С учетом основных трендов развития Фармакопеи ЕАЭС могут быть 
выделены следующие направления развития фармакопейных стандартов каче-
ства: актуализация номенклатуры и содержания общих фармакопейных статей 
на лекарственные формы лекарственных препаратов; распространение прин-
ципа гармонизации на сближение подходов с фармакопеями дружественных 
Российской Федерации государств; внедрение инструментальных, точных и се-
лективных методов и методик, в том числе с целью замены испытаний с при-
менением животных.
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AIM. This study aimed to identify potential growth vectors of the SP RF, edition XV, 
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the necessary measures. The document includes relevant data on the provisions of 
SP RF, edition XV, and offers promising growth vectors for compendial requirements.
CONCLUSIONS. Considering the main trends in the development of the EAEU Phar-
macopoeia, the following growth vectors for pharmacopoeial quality standards can 
be identified: updating the nomenclature and content of general pharmacopoeial 
monographs for medicinal products and their dosage forms; extending harmoniza-
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ВВЕДЕНИЕ
История отечественной фармакопеи насчитыва-
ет более двух столетий и охватывает временные 
периоды Российской империи, СССР и период 
новейшей истории России [1]. Ранние издания 
фармакопей, как правило, представляли собой 
перечни прописей для изготовления лекарств 
преимущественно природного происхождения. 
По мере развития науки и техники, а также пере-
хода к промышленному производству лекар-
ственных средств роль фармакопеи возросла, 

претерпела изменения сама номенклатура про-
дукции, требования к которой устанавливаются 
фармакопеей. Ввиду значительного прогресса 
в разработке новых, более точных и селектив-
ных методик контроля качества, а также совер-
шенствования технологий синтеза действующих 
веществ и получения самых разнообразных ле-
карственных форм одной из ключевых задач 
фармакопеи стало методологическое обеспече-
ние контроля качества фармацевтической про-
дукции посредством:
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•	 установления базовых подходов фармако-
пейного анализа, адекватных современным 
реалиям;

•	 определения перспективных подходов, ме-
тодов и методик для совершенствования ка-
чества фармацевтической продукции на бли-
жайшую и среднесрочную перспективу.

Постоянное развитие фармацевтической от-
расли отражается в регулярном обновлении 
и совершенствовании правового поля в сфере 
здравоохранения в целом и в области обраще-
ния лекарственных средств в частности, поэто-
му фармакопея выступает одним из гибких 
и динамичных инструментов, позволяющих опе-
ративно реагировать на современные вызовы, 
внедрять современные тренды, при этом учи-
тывая необходимость гармоничного развития 
совместно с Фармакопеей Евразийского эконо-
мического союза (ЕАЭС).

Цель работы  — определение перспективных 
направлений развития Государственной фар-
макопеи Российской Федерации в условиях 
формирования единого фармацевтического 
рынка ЕАЭС.

Исследование проведено с применением ин-
формационно-аналитического метода.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Ключевые изменения в нормативном 
правовом поле и текущее состояние 
Государственной фармакопеи Российской 
Федерации и Фармакопеи ЕАЭС
Разработка общих фармакопейных статей (ОФС) 
и фармакопейных статей (ФС) для Государственной 
фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) осу-
ществляется в соответствии с многоступенчатым 
алгоритмом с широким привлечением профессио-
нального сообщества.

Одним из значимых изменений в правовом 
поле, которое последовало за изменениями, 
внесенными в Федеральный закон №  61-ФЗ1  
с целью унификации терминов и требований 
в сфере обращения лекарственных средств 
с актами, составляющими право Евразийского 
экономического союза (ЕАЭС), стало утвержде-
ние Минздравом России обновленного Порядка 

разработки ОФС и ФС и Порядка размеще-
ния данных о Государственной фармакопее2. 
Ключевыми особенностями вышеуказанных 
актов по сравнению с предыдущим приказом 
Минздрава России3 являются:
•	 расширение круга лиц, от которых могут 

поступать предложения по содержанию 
ОФС и ФС: добавлены научные организации 
и учреждения высшего образования;

•	 добавление прямого указания, что ОФС 
и ФС разрабатываются с учетом положений 
Фармакопеи ЕАЭС;

•	 введение требования о необходимости 
повторного размещения проектов статей 
для обсуждения в случае решения отправки 
ОФС и ФС на доработку на заключительной 
стадии коллегиального рассмотрения ОФС 
и ФС — заседаниях Совета Минздрава России 
по Государственной фармакопее.

Необходимость гармоничного развития 
и совершенствования национальной фармако-
пеи (Государственная фармакопея Российской 
Федерации) совместно с региональной фарма-
копеей (Фармакопея ЕАЭС) обусловливает це-
лесообразность анализа и учета в работе клю-
чевых актов ЕАЭС, иных регламентирующих 
документов регионального уровня и наиболее 
перспективных и современных подходов веду-
щих мировых фармакопей.

Успешным примером деятельности по гармони-
зации фармакопейных требований на междуна-
родном уровне является работа Фармакопейной 
дискуссионной группы (PDG), в состав кото-
рой входят представители Фармакопеи США, 
Европейской фармакопеи, Японской фармако-
пеи и Индийской фармакопеи4. В настоящее 
время усилия PDG сосредоточены на гармониза-
ции общих монографий и частных монографий 
на вспомогательные вещества5.

В 2025 г. на уровне ЕАЭС была организована 
рабочая группа для разработки ОФС и ФС, гар-
монизированных с монографиями, разраба-
тываемыми PDG. В рамках деятельности этой 
группы в 2025 г. были подготовлены проек-
ты 21 ОФС для включения в ГФ РФ XV изд. 
и Фармакопею ЕАЭС. Наряду с Концепцией гар-
монизации фармакопей государств  — членов 

1	 Федеральный закон Российской Федерации от 30.01.2024 № 1-ФЗ «О внесении изменений в Федеральный закон 
«Об обращении лекарственных средств» и статьи 1 и 4 Федерального закона «О внесении изменений в Федеральный за-
кон «Об обращении лекарственных средств» и Федеральный закон «О внесении изменений в Федеральный закон «Об об-
ращении лекарственных средств».

2	 Приказ Минздрава России от 13.09.2024 № 468н. 
3	 Приказ Минздравсоцразвития России от 26.08.2010 № 756н. 
4	 https://www.edqm.eu/en/pharmacopoeial-harmonisation
5	 https://www.edqm.eu/en/harmonisation-status-for-general-texts-pdg-

https://www.edqm.eu/en/harmonisation-status-for-general-texts-pdg-
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ЕАЭС6 одним из ключевых документов, опре-
деляющих базовые принципы и ключе-
вые перспективные направления развития 
Фармакопеи ЕАЭС, является Стратегия развития 
Фармакопеи ЕАЭС7 (далее  — Стратегия) на пе-
риод 2024–2035 г., утвержденная на заседании 
Фармакопейного комитета ЕАЭС, состоявшем-
ся 06.11.2024. В Стратегии приведены базовые 
принципы, в том числе расширенный перечень 
зарубежных фармакопей, с которыми может 
осуществляться гармонизация, анализ состоя-
ния подготовки Фармакопеи ЕАЭС, ключевые 
этапы реализации Стратегии и перечень основ-
ных необходимых мер и мероприятий.

На первом этапе одним из важнейших меро-
приятий является завершение разработки ОФС 
для 4-й части I тома Фармакопеи ЕАЭС, чтобы 
сформировать в Фармакопее полноценный 
массив ОФС, что, в свою очередь, вкупе с ме-
тодическими руководствами, разработанными 
Фармакопейным комитетом ЕАЭС8, позволит 
перейти к разработке частных ФС. Необходимо 
отметить, что работа над 4-й частью I тома 
Фармакопеи ЕАЭС находится на завершающей 
стадии и ее выход ожидается до конца 2026 г.

Другим важным направлением деятельности 
Фармакопейного комитета ЕАЭС и сформиро-
ванных им специализированных групп яв-
ляется актуализация ОФС, включенных в I том 
Фармакопеи ЕАЭС, поскольку Фармакопея ЕАЭС 
была утверждена9 еще в 2020 г., после чего до-
полнялась ОФС, и ряд ОФС на данный момент 
нуждаются в актуализации.

На втором этапе в соответствии с положениями 
Стратегии будет осуществляться анализ номен-
клатуры зарегистрированных лекарственных 
препаратов и разработка общих и частных ФС 
на субстанции для фармацевтического при-
менения (действующие (активные) вещества 
и вспомогательные вещества) и лекарственные 
препараты, в том числе радиофармацевтиче-
ские и экстемпоральные.

Наиболее перспективным базовым подходом 
к разработке номенклатуры частных ФС пред-
ставляется использование опыта ГФ РФ, посколь-
ку по состоянию на апрель 2026 г. ГФ РФ XV изд. 
с учетом 9 утвержденных приложений содержит 
1122 статьи, в том числе 330 ОФС, из которых 
114 ОФС (34,54 %) введены впервые; 792 ФС, 
из которых 401 ФС (50,63 %) введены впервые.

6	 Решение Коллегии ЕЭК от 22.09.2015 № 119 «О Концепции гармонизации фармакопей государств — членов Евразийского 
экономического союза».

7	 Стратегия развития Фармакопеи Евразийского экономического союза. https://eec.eaeunion.org/upload/files/deptexreg/
LSMI/Стратегия%20Фармакопея%20Союза%2026.07.2024.pdf

8	 Методические руководства по созданию Фармакопеи ЕАЭС и иных документов по контролю качества лекарственных 
средств. https://eec.eaeunion.org/upload/files/deptexreg/LSMI/Pharmacopoeia2024.web.pdf

9	 Решение Коллегии ЕЭК от 11.08.2020 № 100 «О Фармакопее Евразийского экономического союза».

Таблица 1. Сводные данные о приложениях к Государственной фармакопее Российской Федерации XV издания

Table 1. Summary of appendices to the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, edition XV

Приказ Минздрава России
Order of Russian Ministry of Health

Количество статей
Number of articles Дата 

введения 
в действие
Entry into 

force

Срок 
приведения 

в соот
ветствие

To be aligned 
by

Примечание
Note

№ Дата
Date

ОФС
General pharmacopoeial 

monograph

ФС
Pharmacopoeial 

monograph

377 20.07.2023 313 564
01.09.2023 01.09.2026

Основная часть
Main part

448 25.08.2023 10 12

Прило-
жения
Appen-
dices

№ 1

120 13.03.2024 4 118 13.03.2024 01.03.2027 № 2

223 06.05.2024 1 – 20.05.2024 – № 3

591 31.10.2024 1 – 01.11.2024 – № 4

57 06.02.2025 2 – 24.02.2025 25.02.2028 № 5

188 11.04.2025 26 71 30.04.2025 28.04.2028 № 6

460 04.08.2025 – 30 25.08.2025 – № 7

147 02.03.2026 – 7 29.05.2026 29.05.2029 № 8

199 23.03.2026 – 3 29.05.2026 29.05.2029 № 9
Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. «–» — отсутствует.
Note. –, not applicable.

https://eec.eaeunion.org/upload/files/deptexreg/LSMI/%D0%A1%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%B3%D0%B8%D1%8F%20%D0%A4%D0%B0%D1%80%D0%BC%D0%B0%D0%BA%D0%BE%D0%BF%D0%B5%D1%8F%20%D0%A1%D0%BE%D1%8E%D0%B7%D0%B0%2026.07.2024.pdf
https://eec.eaeunion.org/upload/files/deptexreg/LSMI/%D0%A1%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%B3%D0%B8%D1%8F%20%D0%A4%D0%B0%D1%80%D0%BC%D0%B0%D0%BA%D0%BE%D0%BF%D0%B5%D1%8F%20%D0%A1%D0%BE%D1%8E%D0%B7%D0%B0%2026.07.2024.pdf
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Необходимо отметить, что ГФ РФ XV изд. харак-
теризуется регулярным выпуском приложений 
(3 приказа об утверждении 124 статей в 2024 г., 
3 приказа об утверждении 129 статей в 2025 г. 
и 2 приказа об утверждении 10 статей в 1 кв. 
2026 г.), которые, в частности, позволили:
•	 впервые ввести раздел, содержащий 13  ФС 

на вспомогательные вещества, уже в мар-
те 2024 г., то есть по прошествии всего 2 меся-
цев с уточнения сферы распространения по-
нятия фармакопейной статьи в соответствии 
с изменениями10, внесенными в Федеральный 
закон от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении 
лекарственных средств»;

•	 включить в ГФ РФ XV  изд. раздел с 32  ФС 
на радиофармацевтические лекарственные 
препараты;

•	 разработать массив из 9 ОФС и 77 ФС с тре-
бованиями к лекарственным препаратам ап-
течного изготовления.

Направления развития Государственной 
фармакопеи
Необходимость гармоничного развития ГФ РФ 
и Фармакопеи ЕАЭС, закрепленная нормативны-
ми правовыми актами, обусловливает актуаль-
ность тесной координации усилий и синхронно-
сти разработки новых статей, инициирования 
пересмотра уже утвержденных статей, а также 
обеспечения единого понятийного аппарата [2].

Одним из ключевых блоков статей, нуждающих-
ся в пересмотре как в плане содержания, так 
и в плане самой номенклатуры статей, являет-
ся блок общих статей на лекарственные формы 
и группы лекарственных препаратов.

В настоящее время ведущими зарубежны-
ми фармакопеями применяется комплексный 
и многофакторный подход, включающий раз-
работку общих статей (монографий) на группы 
лекарственных препаратов по способам их при-
менения и (или) введения, при этом в каждой 
конкретной монографии приводятся соответ-
ствующие лекарственные формы. Такой подход 
позволяет ограничиться 20 общими статьями 
на группы препаратов, приводя в них как общие 
требования к качеству лекарственных препара-
тов соответствующей группы, так и специфиче-
скую информацию в зависимости от конкретной 
лекарственной формы. Обширная номенкла-
тура ОФС на различные лекарственные формы 
представлена в составе ГФ РФ XV изд. (45 ОФС) 

и Фармакопеи ЕАЭС, что в условиях необхо-
димости гармонизации не только в рамках 
евразийского пространства, но и в глобальном 
масштабе представляется нецелесообразным.

Другим источником перспективных подходов 
к развитию фармакопей являются фармако-
пеи дружественных государств, в том числе 
Фармакопея Китайской Народной Республики 
и Индийская фармакопея, указанные в Стратегии 
развития Фармакопеи ЕАЭС11. Одним из важных 
направлений сближения и гармонизации подхо-
дов с вышеуказанными фармакопеями является 
стандартизация лекарственных растительных 
препаратов и лекарственного растительного сы-
рья, что обусловлено значительной номенкла-
турой монографий на продукцию растительно-
го происхождения. Так, Фармакопея Китайской 
Народной Республики XI изд., утвержденного 
в 2020 г. [3], содержит более 2700 монографий 
на средства традиционной китайской медицины, 
в том числе лекарственное растительное сырье 
и препараты на его основе. Взаимодействие 
с Индийской фармакопейной комиссией (IPC) 
осуществляется ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России, в том числе в соответствии с заключен-
ным меморандумом о взаимопонимании.

Конечно же, как для национальной, так 
и для региональной фармакопеи одним из клю-
чевых направлений развития является внедре-
ние наиболее современных, точных и селектив-
ных методов и методик, которые в том числе 
призваны минимизировать и, по возможности, 
заменить те испытания, в ходе которых приме-
няются лабораторные животные, что также со-
гласуется с глобальным трендом по бережному 
отношению к животным [4, 5].

Необходимо отметить, что внедрение новых 
ОФС и ФС с современными подходами к стан-
дартизации качества должно сопровождаться 
деятельностью по дальнейшему совершенство-
ванию правового поля и методологических ас-
пектов применения положений фармакопеи.

По мере разработки новых статей и актуализации 
статей предыдущих изданий одним из факторов, 
способствующих внедрению новых требований 
и подходов к качеству, является анализ правово-
го статуса фармакопей предыдущих изданий, по-
степенная отмена устаревших изданий и контроль 
перехода на современные требования в рамках экс-
пертизы и регистрации лекарственных препаратов.

10	Федеральный закон от 30.01.2024 № 1-ФЗ «О внесении изменений в Федеральный закон «Об обращении лекарственных 
средств» и статьи 1 и 4 Федерального закона «О внесении изменений в Федеральный закон «Об обращении лекарственных 
средств» и Федеральный закон «О внесении изменений в Федеральный закон «Об обращении лекарственных средств». 

11	Стратегия развития Фармакопеи Евразийского экономического союза. https://eec.eaeunion.org/upload/files/deptexreg/
LSMI/Стратегия%20Фармакопея%20Союза%2026.07.2024.pdf

https://eec.eaeunion.org/upload/files/deptexreg/LSMI/%D0%A1%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%B3%D0%B8%D1%8F%20%D0%A4%D0%B0%D1%80%D0%BC%D0%B0%D0%BA%D0%BE%D0%BF%D0%B5%D1%8F%20%D0%A1%D0%BE%D1%8E%D0%B7%D0%B0%2026.07.2024.pdf
https://eec.eaeunion.org/upload/files/deptexreg/LSMI/%D0%A1%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%B3%D0%B8%D1%8F%20%D0%A4%D0%B0%D1%80%D0%BC%D0%B0%D0%BA%D0%BE%D0%BF%D0%B5%D1%8F%20%D0%A1%D0%BE%D1%8E%D0%B7%D0%B0%2026.07.2024.pdf


138

State pharmacopoeia of the Russian Federation: Drug standardization under development of a common EAEU...
Yarutkin A.V., Bagirova V.L. 

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2026. Т. 16, № 2

Для ГФ РФ одной из важнейших задач являет-
ся методологическая работа, направленная 
на обеспечение единообразия понимания и при-
менения современных фармакопейных подхо-
дов и требований всеми заинтересованными 
лицами. Одним из первых результатов такой 
деятельности является методический материал, 
посвященный основам эффективного примене-
ния ГФ РФ XV изд.12 Данный документ содер-
жит не только обзор текущего состояния ГФ РФ, 
но и базовые принципы корректного восприятия 
и использования ОФС и ФС, в том числе в части:
•	 основополагающих принципов, приведенных 

в базовой ОФС 1.1.0001 «Общие положения»;
•	 обязательности совместного применения по-

ложений соответствующих ОФС и ФС;
•	 ключевых терминов и понятий, применяемых 

в ОФС и ФС.

Другим примером методологической деятель-
ности является создание раздела с ответами 

на часто поступающие вопросы13 на Форуме 
Государственной фармакопеи. Наполнение дан-
ного раздела осуществляется с учетом профиля 
наиболее актуальных вопросов, поступающих 
в Институт фармакопеи и стандартизации в сфе-
ре обращения лекарственных средств ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Среди возможных направлений развития ГФ РФ 
можно выделить следующие.
1.  Актуализация номенклатуры и содержания 
общих фармакопейных статей на лекарствен-
ные формы лекарственных препаратов.
2.  Распространение принципа гармонизации 
на сближение подходов с фармакопеями друже-
ственных Российской Федерации государств.
3.  Внедрение наиболее современных, точных и се-
лективных методов и методик, в том числе с це-
лью замены испытаний с применением животных.
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Сравнительный анализ требований 
к качеству лекарственных средств 
лоперамида гидрохлорида

	 Федеральное государственное бюджетное учреждение  
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

	 Новиченко Анастасия Николаевна; novichenko@expmed.ru

ВВЕДЕНИЕ. Лекарственные препараты (ЛП) лоперамида гидрохлорида зареги-
стрированы в РФ в лекарственных формах (ЛФ) «таблетки» и «капсулы». Однако 
в Государственную фармакопею Российской Федерации (ГФ РФ) не включены 
фармакопейные статьи на ЛФ лоперамида гидрохлорида. Представляется ак-
туальным провести сравнительный анализ и обобщить требования зарубежных 
фармакопей к контролю качества ЛП на основе лоперамида гидрохлорида.
ЦЕЛЬ. Анализ и обобщение требований к качеству лекарственных средств ло-
перамида гидрохлорида для подготовки рекомендаций по составлению специ-
фикаций на препараты, содержащие лоперамида гидрохлорид в ЛФ «таблетки» 
и «капсулы», и рекомендаций по актуализации действующей фармакопейной 
статьи на фармацевтическую субстанцию лоперамида гидрохлорида.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Проведено исследование требований ГФ РФ, Евро-
пейской фармакопеи (Ph. Eur.), Британской фармакопеи (ВР), Фармакопеи США 
(USP), Индийской фармакопеи (IP), Фармакопеи Китайской Народной Республи-
ки (ChP), Корейской фармакопеи (KP) и Международной фармакопеи (Ph. Int.) 
к качеству фармацевтических субстанций лоперамида гидрохлорида, препа-
ратов лоперамида гидрохлорида в ЛФ «таблетки» и «капсулы». Рассмотрены 
материалы регистрационных досье на ЛС лоперамида гидрохлорида.
РЕЗУЛЬТАТЫ. ЛП лоперамида гидрохлорид не описан в ГФ РФ. Фармакопейная 
статья (монография) на фармацевтическую субстанцию лоперамида гидрохло-
рида включена в ГФ РФ XV изд., в Ph. Eur., ВР, USP, IP, ChP, КР и Ph. Int. Установле-
но, что ФС.2.1.0613 «Лоперамида гидрохлорид» ГФ РФ в значительной степени 
гармонизирована с Ph. Eur., ее требования являются одними из более строгих, 
и используются более совершенные методики идентификации и контроля при-
месей по сравнению с USP, IP, ChP и KP. Однако при пересмотре фармакопейных 
статей следует оптимизировать комбинацию методов идентификации лопера-
мида, исключить контроль тяжелых металлов полуколичественным методом, 
заменив его на оценку рисков содержания элементных примесей.
ВЫВОДЫ. При подготовке спецификаций на препараты лоперамида в ЛФ «таб
летки» и «капсулы» даны рекомендации по использованию сочетаний методов 
идентификации, установлены возможности различий в условиях и нормах ис-
пытания на растворение, определены специфицируемые примеси. На примере 
ЛП лоперамида в различных модификациях показаны направления совершен-
ствования стандартизации препаратов в ЛФ «таблетки» в части необходимости 
проведения испытаний как на распадаемость, так и на растворение. Обосно-
вана возможность контроля однородности дозирования «таблеток-лиофилиза-
тов» независимо от дозировки расчетно-массовым способом.

Ключевые слова: лоперамид; лоперамида гидрохлорид; фармакопейные требования; качество 
лекарственных средств; фармацевтические субстанции; таблетки; капсулы; фармакопея; фармакопейная 
статья
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INTRODUCTION. Loperamide hydrochloride medicinal products are registered 
in the Russian Federation in the dosage forms of “tablets” and “capsules”. Since 
the State Pharmacopoeia of the Russian Federation (SP RF) does not include phar-
macopoeial articles on dosage forms of loperamide hydrochloride, it seems rele
vant to conduct a comparative analysis and summarize the requirements of foreign 
pharmacopoeias for quality control of medicinal products based on loperamide 
hydrochloride.
AIM. Analysis and generalization of quality requirements for loperamide hydrochlo
ride medicinal products for the preparation of recommendations for the compilation 
of specifications for drugs containing loperamide hydrochloride in tablet and cap-
sule dosage forms, and recommendations for updating the current pharmacopoeial 
article for the pharmaceutical substance loperamide hydrochloride.
MATERIALS AND METHODS. A study of the quality requirements to pharmaceu
tical substances of loperamide hydrochloride in the dosage forms of tablets and 
capsules has been conducted using SP RF, the European Pharmacopoeia (Ph. Eur.), 
the British Pharmacopoeia (BP), the United States Pharmacopoeia (USP), the In-
dian Pharmacopoeia (IP), the Pharmacopoeia of the People’s Republic of China 
(ChP), the Korean Pharmacopoeia (KP), and the International Pharmacopoeia 
(Ph. Int.). The materials of registration dossiers for loperamide hydrochloride have 
been reviewed.
RESULTS. Loperamide hydrochloride is not described in the SP RF. The pharma-
copoeial monograph for the pharmaceutical substance loperamide hydrochloride 
is included in the SP RF (15th ed.), as well as in Ph. Eur., BP, USP, IP, ChP, KP, and 
Ph. Int. A comparative analysis of pharmacopoeial quality standards for the pharma-
ceutical substance loperamide hydrochloride revealed that FS.2.1.0613 “Loperamide 
hydrochloride” of the SP RF is largely harmonized with Ph. Eur., its requirements 
are among the most stringent and employ more sophisticated methods for identi-
fying and controlling impurities compared to USP, IP, ChP, and KP. However, when 
revising the pharmacopoeial articles, the combination of methods for identifying 
loperamide should be optimized, and the control of heavy metals by a semi-quan
titative method should be excluded, replacing it with an assessment of the risks of 
elemental impurity content.
CONCLUSIONS. In preparing specifications for loperamide tablets and capsules, re-
commendations were provided for the use of combinations of identification methods, 
potential differences in dissolution testing conditions and standards were identified, 
and specified impurities were defined. Using various modifications of loperamide as 
an example, areas for improving the standardization of tablets are demonstrated, 
including the need for both disintegration and dissolution testing. The feasibility of 
monitoring the dosage uniformity of lyophilized tablets, regardless of dosage, using 
the calculated mass method is substantiated.
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ВВЕДЕНИЕ
Одно из первых мест в структуре заболеваний 
населения в Российской Федерации занимают 
функциональные нарушения желудочно-кишеч-
ного тракта с симптомами боли в животе, из-
жоги, тошноты, рвоты, запора, диареи и взду-
тия. Согласно данным Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) и Детского фонда ООН 
ЮНИСЕФ (United Nations International Children’s 
Emergency Fund, UNICEF), ежегодно во всем 
мире регистрируется около 550 млн случа-
ев диарейных болезней1. Лоперамида гидро-
хлорид  — основное действующее вещество 
в лекарственных препаратах (ЛП), которые 
в настоящее время назначаются пациентам 
с функциональной диареей [1, 2]. ЛП лоперами-
да входят в перечень жизненно необходимых 
и важнейших лекарственных препаратов для ме-
дицинского применения в России. Лоперамид  — 
лиганд опиоидных рецепторов, который об-
ладает только периферическими эффектами 
опиоидов. Лоперамид, действуя как опиоидный 
агонист, связывается с опиоидными рецептора-
ми в кишечнике, снижая перистальтику и мото-
рику желудка и ослабляя симптомы. Безопасная 
терапевтическая доза составляет не более 8 мг 
в сутки без контроля врача и не превышает 16 мг. 
Препараты на основе лоперамида гидрохлорида 
имеют низкую биодоступность при пероральном 
приеме (0,3%) и относятся ко II классу по био-
фармацевтической классификационной системе2. 
Это означает, что при приеме 2 мг действующего 
вещества только 0,006 мг лоперамида достигают 
системной циркуляции. Эта особенность делает 
препарат чувствительным к изменениям фарма-
цевтических параметров. Отклонение в содержа-
нии действующего вещества даже на 5% может 
привести к снижению терапевтического эффекта 

на 15–20%. Также необходимо учитывать тот 
факт, что период полувыведения препарата за-
висит от его дозировки: для 8 мг — от 9 до 13 ч, 
а для 16 мг — около 41 ч [3–5].

В Государственный реестр лекарственных 
средств3 (ГРЛС) включено 6 производителей фар-
мацевтической субстанции лоперамида гидро-
хлорида (по 34 ст.), 4 из которых — в Индии и 2 — 
в Италии, а также 6 препаратов в лекарственной 
форме (ЛФ) «таблетки» (из них в Евразийском 
экономическом союзе4 (ЕАЭС) зарегистрирова-
но 4), 1 препарат в ЛФ «таблетки, диспергируе-
мые в полости рта», 1 препарат в ЛФ «таблетки 
жевательные», 2 препарата в ЛФ «таблетки-лио-
филизат» (из них в ЕАЭС зарегистрирован 1) 
и 12 препаратов в ЛФ «капсулы» (из них в ЕАЭС 
зарегистрировано 6).

В Государственную фармакопею Российской 
Федерации5 (ГФ РФ) включена фармакопейная 
статья (ФС) на фармацевтическую субстанцию 
лоперамида гидрохлорида6, в то же время ФС 
на ЛП отсутствуют. Представляется актуальным 
проведение сравнительного анализа требований 
зарубежных фармакопей к контролю качества ЛП 
лоперамида гидрохлорида для подготовки реко-
мендаций по составлению спецификаций произ-
водителями. Поскольку требования к качеству 
ЛП напрямую связаны с требованиями к качеству 
фармацевтической субстанции, целесообразно 
провести сравнительный анализ фармакопейных 
стандартов качества и спецификаций производи-
телей на фармацевтическую субстанцию.

Цель работы — анализ и обобщение требований 
к качеству лекарственных средств лоперами-
да гидрохлорида для подготовки рекоменда-
ций по составлению спецификаций на препа-
раты, содержащие лоперамида гидрохлорид 

1	 Сальмонелла (небрюшнотифозная). https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/salmonella-(non-typhoidal)
2	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения исследований биоэквивалентности лекар-

ственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
3	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.rosminzdrav.ru/Default.aspx
4	 Единый реестр зарегистрированных лекарственных средств Евразийского экономического союза. https://pharma.eaeunion.

org/pharma/registers/26/ru/register
5	 Приказ Минздрава России от 20.07.2023 № 377 «Об утверждении общих фармакопейных статей и фармакопейных статей». 
6	 ФС.2.1.0613 Лоперамида гидрохлорид. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М..; 2023.

https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/salmonella-(non-typhoidal)
https://pharma.eaeunion.org/pharma/registers/26/ru/register
https://pharma.eaeunion.org/pharma/registers/26/ru/register


142

Comparative analysis of quality requirements for loperamide hydrochloride medicinal products
Novichenko A.N., Kovaleva E.L., Onisko P.A., Kochetov K.S. 

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2026. Т. 16, № 2

в лекарственных формах «таблетки» и «капсу-
лы», и рекомендаций по актуализации действу-
ющей фармакопейной статьи на фармацевтиче-
скую субстанцию лоперамида гидрохлорида.

Задачи исследования:
1)  провести сравнительный анализ требований 
ГФ РФ, зарубежных фармакопей и специфика-
ций производителей к качеству фармацевтиче-
ской субстанции и препаратов лоперамида в ЛФ 
«таблетки» и «капсулы»;
2)  установить, какие примеси являются техно-
логическими, а какие относятся к продуктам де-
струкции;
3)  обобщить основные подходы к оценке ка-
чества ЛС лоперамида (фармацевтическая суб-
станция и препараты в лекарственной форме 
«таблетки» и «капсулы»).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор информации о требованиях к качеству фар-
мацевтических субстанций лоперамида гидро-
хлорида проводили на основе анализа ГФ РФ7, 
Европейской фармакопеи (Ph. Eur.8), Британской 
фармакопеи (ВР9), Фармакопеи США (USP10), 
Индийской фармакопеи (IP11), Фармакопеи 
Китайской Народной Республики (ChP12), 
Корейской фармакопеи (КP13) и Международной 
фармакопеи (Ph. Int.14); к качеству препаратов ло-
перамида гидрохлорида в ЛФ «таблетки» — ВР15, 
USP16, IP17 и в ЛФ «капсулы» — ВР18, USP19, IP20, ChP21 
и КР22. Также рассмотрены материалы регистраци-
онных досье на ЛС лоперамида гидрохлорида.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Фармакопейные требования к качеству 
фармацевтической субстанции 
лоперамида гидрохлорида
При производстве фармацевтической субстан-
ции на предприятиях используется полный 

или неполный цикл получения лоперамида 
гидрохлорида.

При полном цикле производства на первом эта-
пе осуществляется химический синтез исходных 
веществ 4-(4-хлорфенил)пиперидин-4-ола и N,N-
диметил-(3,3-дифенилтетрагидро‑2-фурилиден)
аммоний бромида.

Получение 4-(4-хлорфенил)пиперидин- 
4-ола
Исходное вещество 4-(4-хлорфенил)пипери-
дин-4-ол получают реакцией с использованием 
1-бензилпиперидин-4-она и 4-хлорфенилмаг-
нийбромида (реактив Гриньяра), которое в даль-
нейшем дебензилируют с участием водорода 
на палладиевой черни23 (рис. 1).

Получение N,N-диметил-(3,3-
дифенилтетрагидро‑2-фурилиден)
аммоний бромида
N,N-диметил-(3,3-дифенилтетрагидро‑2-фури
лиден)аммоний бромид синтезируют из этило-
вого эфира дифенилуксусной кислоты, который 
при взаимодействии с этиленоксидом в присут-
ствии гидроксида натрия образует 2,2-дифенил-
бутиролактон. Последний при взаимодействии 
с бромистым водородом в уксусной кислоте 
трансформируется в 2,2-дифенил‑4-бромбута-
новую кислоту, которую превращают в хлоран-
гидрид под действием тионилхлорида. Затем 
хлорангидрид циклизуется в N,N‑диметил-(3,3-
дифенилтетрагидро‑2-фурилиден)аммоний бро-
мид при обработке водным раствором димети-
ламина24 (рис. 2).

На втором этапе проводится химическая реакция 
между 4-(p-хлорфенил)-4-гидроксипипериди-
ном и N,N-диметил-(3,3-дифенилтетрагидро‑2-
фурилиден)аммоний бромидом с получением 
основания лоперамида (рис. 3).

7	 Там же.
8	 Monograph Loperamide hydrochloride. European Pharmacopoeia. 11.8 ed. Strasbourg: EDQM; 2025.
9	 Monograph Loperamide hydrochloride. British Pharmacopoeia. London; 2025.
10	Monograph Loperamide hydrochloride. United States Pharmacopeia. USP 48–NF 43. Rockville, MD; 2025.
11	Monograph Loperamide hydrochloride. Indian Pharmacopoeia. IX ed. New Delhi; 2022.
12	Monograph Loperamide hydrochloride. Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. 11th ed. Beijing; 2020.
13	Monograph Loperamide hydrochloride. Korean Pharmacopoeia. 12th ed. Seoul; 2024.
14	Monograph Loperamide hydrochloride. International Pharmacopoeia. 12th ed. Geneva; 2025.
15	Monograph Loperamide hydrochloride tablets. British Pharmacopoeia. London; 2025.
16	Monograph Loperamide hydrochloride tablets. United States Pharmacopeia. USP 48–NF 43. Rockville, MD; 2025. 
17	Monograph Loperamide hydrochloride tablets. Indian Pharmacopoeia. IX ed. New Delhi; 2022.
18	Monograph Loperamide hydrochloride capsules. British Pharmacopoeia. London; 2025.
19	Monograph Loperamide hydrochloride capsules. United States Pharmacopeia. USP 48–NF 43. Rockville, MD; 2025.
20	Monograph Loperamide hydrochloride capsules. Indian Pharmacopoeia. IX ed. New Delhi; 2022. 
21	Monograph Loperamide hydrochloride capsules. Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. 11th ed. Beijing; 2020.
22	Monograph Loperamide hydrochloride capsules. Korean Pharmacopoeia. 12th ed. Seoul; 2024.
23	Носова ЭВ. Биологически активные вещества гетероциклической природы. Учебное пособие. Екатеринбург: Изд-во Ураль-

ского университета; 2019.
24	Там же.
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На третьем этапе основание лоперамида превра-
щают в лоперамида гидрохлорид добавлени-
ем хлороводородной кислоты, затем раствор 
нагревают и конденсируют. После фильтрации 
полученный раствор разводят растворителем 
и высушивают до кристаллизации лоперамида 
гидрохлорида технического. Данная процедура 
может повторяться несколько раз для получения 
субстанции фармакопейного качества.

Для получения лоперамида гидрохлорида могут 
применяться и другие методы с использованием 
иных катализаторов. Например, в реакции меж-
ду 4-(4-хлорфенил)пиперидин-4-олом и N,N-
диметил-(3,3-дифенилтетрагидро‑2-фурилиден)
аммоний бромидом может использоваться гли-
церол, сода (натрия карбонат) и калия йодид 
при температуре 55–65 °С [6].

Рисунок подготовлен авторами / The figure was prepared by the authors

Рис. 1. Схема получения исходного вещества 4-(4-хлорфенил)пиперидин-4-ола. Et — этил; Ph — фенил

Fig. 1. Synthesis route 4-(4-chlorophenyl)piperidin-4-ol. Et, ethyl; Ph, phenyl

Рисунок подготовлен авторами / The figure was prepared by the authors

Рис. 2. Схема получения N,N-диметил-(3,3-дифенилтетрагидро‑2-фурилиден)аммоний бромида. Et — этил; HNMe2 — диметиламин

Fig. 2. Synthesis route N,N-Dimethyl-(tetrahydro-3,3 diphenyl-2-furilidine)ammonium bromide. Et — ethyl; HNMe2 — dimethylamine
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Рис. 3. Схема получения основания лоперамида

Fig. 3. Synthesis route of Loperamide (base)
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Неполный цикл отличается от полного тем,  
что исходные вещества 4-(4-хлорфенил)пипе
ридин-4-ол и N,N-диметил-(3,3-дифенилтет
рагидро‑2-фурилиден)аммоний бромид не син- 
тезируются непосредственно на предприятии, 
а закупаются у поставщиков. Способ получе-
ния лоперамида гидрохлорида предусматри-
вает использование катализаторов и органиче-
ских растворителей, в связи с чем необходим 
контроль их остаточных количеств в соответ-
ствии с ОФС.1.1.0040 «Примеси элементов» 
и ОФС.1.1.0008 «Остаточные органические 
растворители»25.

ФС на субстанцию лоперамида гидрохлорида 
была включена в ГФ РФ26 в 2023 г. В зарубежных 
фармакопеях фармацевтическая субстанция 
описана в монографиях Ph. Eur., ВР, USP, IP, ChP, 
Ph. Int. и KP.

Лоперамида гидрохлорид представляет собой 
порошок (ChP27  — кристаллический) от бело-
го до почти белого цвета, проявляет полимор-
физм28 (ГФ РФ, Ph. Eur./ВР). Согласно ГФ РФ, Ph. 
Eur./BP, IP, KP, Ph. Int. и ChP, лоперамида гидро-
хлорид мало растворим или очень мало раство-
рим в воде, легко растворим в хлороформе, лег-
ко растворим или растворим в спиртах (метанол, 
этанол 96%, изопропанол), мало растворим 
в разбавленных кислотах, но легко растворим 
в ледяной уксусной кислоте.

Для подтверждения подлинности субстанции 
фармакопеями предусмотрено использование 
одного метода или сочетания методов: инфра-
красная (ИК) спектрометрия (Ph. Eur./BP); ИК 
и качественная реакция на хлориды с серебра 
нитратом (USP, Ph. Int.); ИК и ультрафиолетовая 
(УФ) спектрофотометрия (ГФ РФ, ChP, KP); ИК 
и тонкослойная хроматография (ТСХ) и каче-
ственная реакция на хлориды с серебра нитра-
том (IP); в Ph. Int. также возможно альтернатив-
ное проведение идентификации с применением 
УФ-спектрофотометрии, определение темпера-
туры плавления и качественная реакция на хло-
риды с серебра нитратом.

При проведении ИК-спектрометрии в ГФ РФ, 
Ph. Eur./ВР, USP и KP осуществляется срав-
нение спектров испытуемого и стандартного 

образцов, в Ph. Int. и IP альтернативно исполь-
зуется рисунок стандартного ИК-спектра, в ChP 
вместо стандартного образца предусмотрен 
стандартный рисунок ИК-спектра. В методе 
УФ-спектрофотометрии в ChP идентификация 
осуществляется по совпадению с указанны-
ми в монографии максимумами поглощения  — 
при длинах волн 265, 259 и 253 нм, тогда 
как в ГФ РФ, Ph. Int. и KP проводится сравнение 
УФ-спектров растворов образца фармацевтиче-
ской субстанции и стандартного образца.

Качественная реакция на хлориды включе-
на в USP, IP и Ph. Int. Для фармацевтических 
субстанций, представляющих собой соли, 
обычно рекомендуется идентификация про-
тивоионов, входящих в состав органического 
вещества29. Учитывая тренд на гармонизацию 
с Ph. Eur./BP и USP, следует рассмотреть воз-
можность исключения из ФС ГФ РФ иденти-
фикации лоперамида гидрохлорида методом 
УФ-спектрофотометрии и добавления каче-
ственной реакции на хлориды с серебра нитра-
том (ОФС.1.2.2.0001.1530).

Оценку родственных примесей в фармацевти-
ческой субстанции лоперамида гидрохлорида 
осуществляют методом ТСХ в Ph. Int. и KP и ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) в других фармакопеях.

Качественный профиль примесей в Ph. Eur./ВР  
и USP совпадает, отличия касаются их содер-
жания. В ГФ  РФ, Ph. Eur./ВР, USP контролиру-
ются идентифицированные примеси лопера-
мида В (Loperamide quaternary salt по USP) 
и D (Deschloroloperamide по USP) на уровне 
«не более 0,2%» методом ВЭЖХ. В USP31 при-
ведены нормы и для других идентифициро-
ванных примесей на уровне «не более 0,2%» 
(Chlorophenylpireridol, примесь С; Loperamide 
trans-N-oxide, примесь F; Loperamide cis-N-
oxide, примесь G; Anhydroloperamide, примесь 
Н; Loperamide piperidinolamide, примесь Е; 
Loperamide biphenyl analog, примесь А). В ГФ 
РФ и Ph. Eur./ВР для любых других единичных 
примесей установлена норма «не более 0,1%», 
что является более жестким требованием 
по сравнению с USP. В ГФ РФ, Ph. Eur./ВР и USP 
сумма примесей не должна превышать 0,3%.

25	Приказ Минздрава России от 11.04.2025 № 188 «Об утверждении общих фармакопейных статей и фармакопейных статей».
26	Приказ Минздрава России от 20.07.2023 № 377 «Об утверждении общих фармакопейных статей и фармакопейных статей».
27	Monograph Loperamide hydrochloride. Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. 11th ed. Beijing; 2020.
28	ФС.2.1.0613 Лоперамида гидрохлорид. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
29	Методические руководства по созданию Фармакопеи ЕАЭС и иных документов по контролю качества лекарственных 

средств. М.; 2024. 
30	ОФС.1.2.2.0001.15 Общие реакции на подлинность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
31	Monograph Loperamide hydrochloride. United States Pharmacopeia. USP 48–NF 43. Rockville, MD; 2025.
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Согласно данным регистрационных досье при-
меси Loperamide trans-N-oxide (примесь F) 
и Loperamide cis-N-oxide (примесь G) являют-
ся потенциальными продуктами разложения 
(окисления); примеси Chlorophenylpireridol 
(примесь С) и Anhydroloperamide (примесь Н) 
являются как технологическими примесями, 
так и продуктами деградации фармацевтиче-
ской субстанции; примеси Loperamide biphenyl 

analog (примесь А), Loperamide quaternary salt 
(примесь  В), Deschloroloperamide (примесь D) 
и Loperamide piperidinolamide (примесь Е) — тех-
нологические примеси (табл. 1).

В Ph. Eur./ВР в качестве стандартного образца 
для оценки хроматографической системы ис-
пользуется “chemical reference standard (CRS) 
loperamide for system suitability”, содержащий 

Таблица 1. Нормирование примесей лоперамида гидрохлорида в ГФ РФ, Ph. Eur./ВР и USP и их происхождение

Table 1. Standardization of impurities of loperamide hydrochloride in the SP RF, Ph. Eur./ВР and USP and their origin

ГФ РФ ФС.2.1.0613*
Лоперамида гидрохлорид

SP RF FS.2.1.0613*
Loperamide hydrochloride

Ph. Eur. 11.8/ВР 2025**
Лоперамида гидрохлорид
Loperamide hydrochloride

USP 48–43 NF
Лоперамида гидрохлорид
Loperamide hydrochloride

Происхождение
Origin

Примесь В
Impurity В

≤0,2% 

Примесь В
Impurity В

≤0,2%

Loperamide quaternary salt
Примесь B
Impurity B

≤0,2%

Технологическая примесь
Technological impurity

Примесь D
Impurity D

≤0,2%

Примесь D
Impurity D

≤0,2%

Deschloroloperamide
Примесь D
Impurity D

≤0,2%

Технологическая примесь
Technological impurity

Любая другая примесь
Any other impurity

≤0,1%
(примеси A, E, G, H)
(impurities A, E, G, H)

Любая другая неспеци-
фицируемая примесь
Any other non-specific 

impurity
≤0,10%

(примеси A, C, E, F, G, H)
(impurities A, C, E, F, G, H)

Loperamide biphenyl analog
Примесь А
Impurity А

≤0,2%

Технологическая примесь
Technological impurity

Chlorophenylpiperidinol
Примесь С
Impurity С

≤0,2%

Продукт разложения  
и технологическая примесь

Decomposition product and 
Technological impurity

Loperamide piperidinolamide
Примесь Е
Impurity Е

≤0,2%

Технологическая примесь
Technological impurity

Loperamide trans-N-oxide
Примесь F
Impurity F

≤0,2%

Продукт разложения 
(окисление) 

Decomposition product 
(oxidation)

Loperamide cis-N-oxide (изомер 
примеси F)
Примесь G

(impurity isomer F)
Impurity G

≤0,2%

Продукт разложения 
(окисление)

Decomposition product 
(oxidation)

Anhydroloperamide
Примесь H
Impurity Н

≤0,2%

Продукт разложения  
и технологическая примесь

Decomposition product and
Technological impurity

Любая другая индивидуальная 
примесь

Any other individual impurity
≤0,10%

Не применимо
Not applicable

Сумма примесей
Sum of impurities

≤0,3%

Сумма примесей
Sum of impurities

≤0,3%

Сумма примесей
Sum of impurities

≤0,3%

Не применимо
Not applicable

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

 * В ГФ РФ примеси С и F являются неидентифицируемыми / In the State Pharmacopoeia of the Russian Federation (SP RF), impurities 
C and F are unidentifiable.
 ** В Ph. Eur./ВР идентифицируют примеси С и F / In Ph. Eur./ВР impurities C and F are identified.
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лоперамида гидрохлорид и 7 его примесей  
(A, B, D, E, F, G, H). По отношению p/v (peak-to-
valley ratio) между примесями F и H, E и А оцени-
вается разделение. В USP включен стандартный 
образец “USP loperamide system suitability mix-
ture reference standard (RS)”, по которому так-
же оценивается разделение по отношению p/v 
между примесями F и H, E и А. Условия хромато-
графирования в ГФ РФ, Ph. Eur./ВР и USP схожи 
и существенно не отличаются.

В IP32 норма для единичной неспецифициро-
ванной примеси установлена на уровне «не 
более 0,25%», для суммы примесей  — «не 
более 0,5%» (табл. 2), в ChP33 норма для еди-
ничной неспецифицированной примеси — «не 
более 0,2%», для суммы примесей  — «не бо-
лее 0,5%». Хроматографические условия про-
ведения испытания в данных фармакопеях 
значительно отличаются. Если в IP методика 
схожа с ГФ РФ, Ph. Eur./ВР и USP с небольшими 
отличиями, например в скорости потока и гра-
диентном режиме, то в монографии ChP ис-
пользуется изократический режим элюирова-
ния. В Ph. Int. и KP определение родственных 
примесей проводят полуколичественным ме-
тодом ТСХ. При этом норма любой единичной 
примеси в Ph. Int.34 установлена на уровне «не 
более 1%»; в KP35 требуется отсутствие любых 
пятен примесей.

ФС ГФ РФ36 и монографиями зарубежных 
фармакопей предусмотрен контроль потери 

в массе при высушивании («не более 0,5%»), 
сульфатной золы37 с нормой «не более 0,1%»  
в ГФ РФ, Ph. Eur./ВР, USP, IP и «не более 0,2%» 
в Ph. Int., KP, ChP.

Согласно ФС ГФ РФ38 и монографиям ChP 
и KP определение содержания тяжелых ме-
таллов проводится полуколичественным ме-
тодом («не  более 0,002% (20 ppm)»), тогда 
как в Ph. Eur./ВР, USP, IP данный показатель в мо-
нографии уже не включают, поскольку преду-
сматривается оценка элементных примесей 
в каждом конкретном случае.

В ГФ РФ, Ph. Eur./ВР, USP, ChP, Ph. Int. и KP ко-
личественное определение лоперамида гидро-
хлорида осуществляется методом потенцио-
метрического титрования (кислотно-основное 
титрование). В IP39 при кислотно-основном титро-
вании используется индикатор α-нафтолбензеин. 
В Ph. Eur./BP и IP установлены нормы «от 99,0% 
до 101,0% в пересчете на сухое вещество», тогда 
как в фармакопеях ГФ РФ, ChP, KP, USP и Ph. Int. — 
«от 98,0% до 102,0% в пересчете на сухое веще-
ство». Использование метода ВЭЖХ в данном 
случае затруднено [7].

Таким образом, требования к нормированию 
примесей в субстанции лоперамида гидрохло-
рида и содержанию сульфатной золы в ГФ РФ 
являются одними из самых строгих, однако ре-
комендуется установить пределы содержания 
действующего вещества «от 99,0% до 101,0% 

32	Monograph Loperamide hydrochloride. Indian Pharmacopoeia. IX ed. New Delhi; 2022.
33	Monograph Loperamide hydrochloride. Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. 11th ed. Beijing; 2020.
34	Monograph Loperamide hydrochloride. International Pharmacopoeia. 12th ed. Geneva; 2025.
35	Monograph Loperamide hydrochloride. Korean Pharmacopoeia. 12th ed. Seoul; 2024.
36	ФС.2.1.0613 Лоперамида гидрохлорид. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
37	Там же.
38	Там же.
39	Monograph Loperamide hydrochloride. Indian Pharmacopoeia. IX ed. New Delhi; 2022.

Таблица 2. Нормирование примесей лоперамида гидрохлорида в IP, ChP, Ph. Int. и KP

Table 2. Standardization of loperamide hydrochloride impurities in IP, ChP, Ph. Int., and KP

Показатель
Parameter

Индийская 
фармакопея

Indian  
Pharmacopoeia (IP)

Китайская 
фармакопея

Chinese  
Pharmacopoeia (ChP)

Корейская  
фармакопея

Korean  
Pharmacopoeia (KP)

Международная 
фармакопея 
International 

Pharmacopoeia (Ph. Int)

Норма
Norm

Единичная примесь 
Single impurity

≤0,25%
Сумма примесей
Sum of impurities

≤0,5%

Единичная примесь 
Single impurity

≤0,2%
Сумма примесей
Sum of impurities

≤0,5%

Единичная примесь
Single impurity

≤1%

Отсутствие любых пятен 
примесей

Absence of any impurity 
stains

Метод определения
Determination method

ВЭЖХ
HPLC

ВЭЖХ
HPLC

ТСХ
TLC

ТСХ
TLC

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; ТСХ — тонкослойная хроматография.
Note. HPLC, high performance liquid chromatography; TLC, thin-layer chromatography.



147

Сравнительный анализ требований к качеству лекарственных средств лоперамида гидрохлорида
Новиченко А.Н., Ковалева Е.Л., Онисько П.А., Кочетов К.С. 

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2026. Vol. 16, No. 2

в пересчете на сухое вещество»40 и исключить 
определение тяжелых металлов полуколиче-
ственным методом.

Фармакопейные требования к качеству 
лекарственных препаратов лоперамида 
гидрохлорида
В BP, USP и IP описаны препараты в ЛФ «та-
блетки» и «капсулы», в ChP и КР включены 
монографии только на ЛФ «капсулы». В USP 
в монографии на ЛФ «таблетки» также приве-
дены требования для таблеток жевательных 
и описана ЛФ «раствор для приема внутрь». 
В ВР дополнительно включены монографии 
на «раствор для приема внутрь», «суспензию 
для приема внутрь», «таблетки, диспергируемые 
в полости рта». ЛП лоперамида гидрохлорид 
в ЛФ «раствор для приема внутрь», «суспензия 
для приема внутрь» в Российской Федерации 
не зарегистрированы.

Требования для препаратов 
в лекарственной форме «таблетки»
Для идентификации лоперамида гидрохлорида 
в BP41 используется комбинация методов ТСХ 
и ВЭЖХ; в IP42 и USP43 — УФ-спектрофотометрия 
в диапазоне длин волн от 250 до 300 нм и ВЭЖХ. 
В USP44 отдельно указано, что для таблеток 
жевательных идентификацию проводят ме-
тодами ТСХ и ВЭЖХ (табл. 3). Таким образом, 

для спецификаций на препараты лоперамида 
гидрохлорида в ЛФ «таблетки» можно рекомен-
довать использовать комбинации методов ТСХ 
и ВЭЖХ либо УФ и ВЭЖХ.

Для показателя «Растворение» в рассматривае-
мых фармакопеях условия проведения испыта-
ния и нормы различаются: кислая среда (рН~2) 
в USP и IP; более нейтральная среда (рН~4,7) в BP 
(табл. 4). Для проведения анализа используют 
аппарат типа «лопастная мешалка» (50 об/мин).

Для таблеток, диспергируемых в полости 
рта, обычно указывают на необходимость ис-
пытания на «Распадаемость», но поскольку 
препарат не растворяется, а диспергируется, 
становится актуальным проведение испы-
тания на растворение. Для таблеток-лиофи-
лизатов обязательным является показатель 
«Распадаемость», а если восстановленная фор-
ма представляет собой суспензию, то следует 
проводить испытание на растворение. Для та-
блеток жевательных должен быть предусмот-
рен контроль растворения для доказательства 
того, что действующее вещество таблетки, 
случайно проглоченной целиком, будет вы-
свобождаться и фармакологическое действие 
препарата будет оказано45 [8]. Поскольку 
в Российской Федерации зарегистрированы 
все перечисленные модификации таблеток 
лоперамида, эти указания применимы к ним 

40	Методические руководства по созданию Фармакопеи ЕАЭС и иных документов по контролю качества лекарственных 
средств. М.; 2024.

41	Monograph Loperamide hydrochloride tablets. British Pharmacopoeia. London; 2025.
42	Monograph Loperamide hydrochloride tablets. Indian Pharmacopoeia. IX ed. New Delhi; 2022.
43	Monograph Loperamide hydrochloride tablets. United States Pharmacopeia. USP 48–NF 43. Rockville, MD; 2025.
44	Там же.
45	Draft guidance on Loperamide hydrochloride. FDA; 2024. https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/psg/PSG_019860.pdf

Таблица 3. Методы идентификации для препаратов в лекарственной форме «таблетки», «таблетки жевательные» и «таблет-
ки, диспергируемые в полости рта» в BP, USP и IP

Тable 3. Identification methods for drugs in the dosage form “tablets”, “chewable tablets” and “orodispersible tablets” in BP, USP, and IP

Лекарственная форма
Dosage form

Британская фармакопея
British Pharmacopoeia (BP)

Фармакопея США
United States Pharmacopoeia (USP)

Индийская фармакопея
Indian Pharmacopoeia (IP)

Таблетки
Tablets

ТСХ и ВЭЖХ
(с УФ-детектором)

TLC and HPLC
(with UV-detector)

УФ и ВЭЖХ
(с УФ-детектором)

UV and HPLC
(with UV-detector)

УФ и ВЭЖХ
(с УФ-детектором)

UV and HPLC
(with UV-detector)

Таблетки жевательные
Chewable tablets

Не применимо
Not applicable

ТСХ и ВЭЖХ
(с УФ-детектором)

TLC and HPLC
(with UV-detector)

Не применимо
Not applicable

Таблетки, диспергируемые
в полости рта

Orodispersible tablets

ТСХ и ВЭЖХ
(с УФ-детектором)

TLC and HPLC
(with UV-detector)

Не применимо
Not applicable

Не применимо
Not applicable

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; ТСХ — тонкослойная хроматография.
Note. HPLC, high performance liquid chromatography; TLC, thin-layer chromatography.
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(табл. 5), хотя в ОФС.1.4.1.0015 «Таблетки» 
ГФ РФ46 эти требования пока не включены.

Показатель «Однородность единиц дозирова-
ния» включен во все монографии BP, USP и IP; 
для проведения данного анализа предусмотрен 
метод ВЭЖХ. В России, согласно данным ГРЛС, 
зарегистрированы препараты в ЛФ «таблетки» 
с дозировкой 2 мг. В соответствии с ГФ РФ47 
для такой дозировки необходимо прямое опре-
деление содержания действующего вещества 
в дозированных единицах. В то же время для ЛФ 
«лиофилизат», согласно общим требованиям, 
применим расчетно-массовый способ контроля 

однородности дозирования. Поскольку препа-
раты в ЛФ «таблетки-лиофилизат» фактически 
не являются классическими таблетками, следу-
ет рассмотреть возможность экстраполировать 
на них расчетно-массовый способ вместо пря-
мого определения (табл. 5).

Определение родственных примесей для табле-
ток лоперамида гидрохлорида не предусмотре-
но в IP. В BP и USP родственные примеси контро-
лируются методом ВЭЖХ. В BР48 для таблеток, 
диспергируемых в полости рта, требования 
отличаются, в обоих случаях специфицирована 
только примесь F, но норма по ее содержанию 

46	ОФС.1.4.1.0015 Таблетки. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
47	ОФС.1.4.2.0008 Однородность дозирования. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
48	Monograph Loperamide orodispersible tablets. British Pharmacopoeia. London; 2025.

Таблица 4. Требования BP, USP и IP по показателю «Растворение» для контроля качества таблеток лоперамида гидрохлорида*

Table 4. BP, USP, and IP requirements for the “Dissolution” indicator for quality control of loperamide hydrochloride tablets*

Фармакопея
Pharmacopoeia

Норма
Norm

pH среды растворения
pH value of the dissolution medium

Британская фармакопея
British Pharmacopoeia (BP)
Таблетки / Tablets

Не менее 75% (Q) через 45 мин
Not less than 75% (Q) after 45 min 4,7

Таблетки, диспергируемые в полости рта
Orodispersible tablets

Не менее 75% (Q) через 10 мин
Not less than 75% (Q) after 10 min 4,7

Фармакопея США
United States Pharmacopoeia (USP)

Тест 1: не менее 80% (Q) через 30 мин
Test 1: not less than 80% (Q) after 30 min 2,0

Тест 2: не менее 80% (Q) через 10 мин
Test 2: not less than 80% (Q) after 10 min 2,0

Индийская фармакопея
Indian Pharmacopoeia (IP)

Не менее 80% (Q) через 30 мин
Not less than 80% (Q) after 30 min 2,0

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. Для оценки результатов испытания используется метод ВЭЖХ.
Note. HPLC method is used to evaluate the test results.

Таблица 5. Контроль качества препаратов лоперамида гидрохлорида в лекарственной форме «таблетки» в различных модифи-
кациях по отдельным показателям

Table 5. Quality control of loperamide hydrochloride preparations in tablet form in various modifications according to individual indicators

Лекарственная форма
Dosage form

Распадаемость/Растворение
Disintegration/Dissolution

Однородность дозирования
Dosing uniformity

Таблетки
Tablets – / + Прямое определение

Direct determination

Таблетки жевательные
Chewable tablets – / + Прямое определение

Direct determination 

Таблетки, диспергируемые в полости рта
Orodispersible tablets + / + Прямое определение

Direct determination

Таблетки-лиофилизат
Lyophilisate tablets

+ / — *
+ / + **

Расчетно-массовый способ
Calculation-mass method

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. «+» — применимо, «–» — не применимо.
Note. “+”, applicable; “–”, not applicable.
 * Если восстановленная форма «раствор» / If the reсonstituted form is a "solution".
 ** Если восстановленная форма «суспензия» / If the reсonstituted form is a "suspention".
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жестче, а для суммы примесей, кроме примеси 
F, — наоборот. В USP49 контролируют только сум-
му пространственных (цис- и транс-) изомеров 
лоперамида N-оксида  — суммарно примеси F 
и G (табл. 6).

В монографиях на фармацевтическую субстан-
цию примесь F идентифицирована и указана 
в перечне примесей (Ph. Eur./BP), но не специ-
фицирована; то есть примесь F учитывается 
как «любая другая неспецифицируемая примесь».

Так как максимальная суточная доза лоперами-
да обычно не превышает 12 мг, в соответствии 
с ГФ РФ50 и Решением Коллегии ЕЭК51 порог 
идентификации составляет 0,2%, что коррели-
рует с приведенными нормами. Как правило, 

производители воспроизведенных препара-
тов лоперамида гидрохлорида контролируют 
родственные примеси в соответствии с моно-
графиями BP.

Требования для препаратов лоперамида 
гидрохлорида в лекарственной форме 
«капсулы»
Описание капсул лоперамида гидрохлорида 
приводится только в ChP52, где указано: «капсу-
лы содержат белый или почти белый порошок». 
Для идентификации лоперамида гидрохлорида 
в BP, USP (монография 2013 г.), IP и КР предла-
гается комбинация методов ТСХ и ВЭЖХ. ChP 
предусматривает идентификацию только мето-
дом ВЭЖХ.

49	Monograph Loperamide hydrochloride tablets. United States Pharmacopeia. USP 48–NF 43. Rockville, MD; 2025.
50	ОФС.1.1.0023 Родственные примеси в фармацевтических субстанциях и лекарственных препаратах. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
51	Решение Коллегии ЕЭК от 04.10.2022 № 138 «Об утверждении Требований к проведению исследований (испытаний) ле-

карственных средств в части оценки и контроля содержания примесей».
52	Monograph Loperamide hydrochloride capsules. Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. 11th ed. Beijing; 2020.

Таблица 6. Требования ВР и USP по контролю примесей в таблетках и капсулах лоперамида гидрохлорида

Table 6. BP and USP requirements for the control of impurities in loperamide hydrochloride tablets and capsules

Лекарственная 
форма

Dosage form

Контролируемые примеси
Controlled impurities

Британская фармакопея*
British Pharmacopoeia (ВР)*

Фармакопея США**
United States Pharmacopoeia 

(USP)**

Таблетки
Tablets

Идентифицируемые примеси
Identifiable impurities

≤2,0%
Примесь F (лоперамида N-оксид)

Impurity F (Loperamide N-oxide)

≤2,0%
Сумма лоперамида цис-  

и транс-N-оксид
(примеси G и F)

Total amount of loperamide cis- 
and trans-N-oxide

(impurities G and F)

Любая другая примесь
Any other impurity ≤0,2% Не применимо

Not applicable

Сумма примесей, кроме примеси F
Total impurities, except for impurity F ≤0,5% Не применимо

Not applicable

Таблетки, дис-
пергируемые 
в полости рта
Orodispersible 

tablets

Идентифицируемые примеси
Identifiable impurities

≤1,0%
Примесь F (лоперамида N-оксид)

Impurity F (Loperamide N-oxide)
Не применимо
Not applicableЛюбая другая примесь

Any other impurity ≤0,2%

Сумма примесей, кроме примеси F
Total impurities, except for impurity F ≤1,0%

Капсулы
Capsules

Идентифицируемые примеси
Identifiable impurities

≤2,0%
Примесь F (лоперамида N-оксид)

Impurity F (Loperamide N-oxide)
Не применимо
Not applicableЛюбая другая примесь

Any other impurity ≤0,2%

Сумма примесей, кроме примеси F
Total impurities, except for impurity F ≤1,0%

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

 * Описан контроль по содержанию единичной идентифицированной примеси F / Control of the content of a single identified impurity 
F is described.
 ** Не нормированы примеси Loperamide trans-N-oxide и Loperamide cis-N-oxide отдельно, а рассчитывается их сумма / Impurities 
of Loperamide trans-N-oxide and Loperamide cis-N-oxide are not standardized separately, but their total amount is calculated.
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Монографии всех фармакопей предусматри-
вают испытание по показателю «Растворение». 
Согласно ChP, USP, IP и КР используется аппарат 
«вращающаяся корзинка» (скорость вращения 
100 об/мин); согласно ВР  — аппарат «лопаст-
ная мешалка» (50 об/мин), что считается равно-
ценным. Среда растворения (ацетатный буфер, 
рН 4,7) одинаковая в фармакопеях. Для оценки 
количества высвобождаемого вещества во всех 
монографиях включен метод ВЭЖХ. Нормы 
по количеству высвобождаемого вещества 
в фармакопеях ChP, USP, IP и КР составляют 
«не менее 80% (Q) от заявленного количества 
через 30 мин». В ВР традиционно приведена 
ссылка на общую монографию «Растворение», 
в которой указана стандартная норма «не менее 
75% (Q) от заявленного количества через 45 мин».

Контроль родственных примесей для капсул ло-
перамида гидрохлорида предусмотрен только 
в ВР (метод ВЭЖХ) [9]. Поскольку в USP моно-
графия не пересматривалась с 2013 г., поэто-
му в нее, вероятно, не включено определение 
примесей. BP нормирует содержание примеси F 
(лоперамида N-оксид) — не более 2,0%; любой 
другой примеси  — не более 0,2%; суммы при-
месей  — не более 0,5%. Так как максимальная 
суточная доза лоперамида обычно не превыша-
ет 12 мг, в соответствии с ГФ РФ53 и Решением 
Коллегии ЕЭК54 порог идентификации состав-
ляет 0,2%, что соответствует указанным нормам.

Для показателя «Количественное определение» 
нормативные требования в фармакопеях также 
различаются. В IP, USP, ChP и КР установлена 
норма «от 90,0 до 110,0% от заявленного количе-
ства лоперамида гидрохлорида»; в ВP задан бо-
лее узкий диапазон — «от 95,0 до 105,0% от заяв-
ленного количества лоперамида гидрохлорида». 
Во всех монографиях для количественного опре-
деления предусмотрено использование метода 
ВЭЖХ с УФ-детектором, изократическим режи-
мом элюирования и определенными отличия-
ми в составе подвижной фазы и оборудовании. 
Например, в ВP, ChP и КР указано использование 
колонки С18, а в USP  — С8. Колонка C8 содер-
жит октилсилан в качестве стационарной фазы, 
а C18  — октадецилсилан. Колонки C18 обеспе-
чивают более высокую эффективность разделе-
ния веществ за счет более длинной алкильной 
цепи, что позволяет получать более четкие пики 
и лучшее разрешение, но при более длительном 
времени работы. Колонки C8 обеспечивают бо-

лее быстрое разделение благодаря умеренной 
гидрофобности сорбента, но меньшую степень 
разделения55.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного сравнительного 
анализа фармакопейных стандартов качества 
на фармацевтическую субстанцию лоперами-
да гидрохлорида установлено, что ФС.2.1.0613 
«Лоперамида гидрохлорид» ГФ РФ в значи-
тельной степени гармонизирована с Ph. Eur./ВР.  
Требования ФС являются одними из наиболее 
строгих, используются более совершенные ме-
тодики по сравнению с USP, IP, ChP и KP.

Поскольку, согласно Концепции гармониза-
ции фармакопей государств  — членов ЕАЭС 
(Решение Коллегии ЕЭК от 22.09.2015 № 119), 
приоритетными являются Ph. Eur./ВР и USP, акту-
ально исключение идентификации лоперамида 
гидрохлорида методом УФ‑спектрофотометрии 
из ФС.2.1.0613 ГФ РФ и включение дополнитель-
но метода идентификации хлоридов с помощью 
качественной реакции, так как фармацевтиче-
ская субстанция является солью.

Качественный профиль примесей в фармацев-
тической субстанции лоперамида гидрохлорида 
одинаковый в ГФ РФ, Ph. Eur./ВР и USP. Он деталь-
но контролируется, в отличие от подхода фарма-
копей азиатских стран. Для фармацевтической 
субстанции лоперамида гидрохлорида установ-
лены примеси, относящиеся к технологическим 
примесям синтеза фармацевтической субстан-
ции и продуктам деструкции. Определение тя-
желых металлов полуколичественным методом 
следует заменить на оценку рисков содержания 
элементных примесей.

При подготовке спецификаций на таблетки 
и капсулы лоперамида гидрохлорида реко-
мендуется использовать для идентификации 
препаратов в лекарственной форме «таблет-
ки» комбинацию методов ВЭЖХ и УФ или ВЭЖХ 
и ТСХ, для капсул — ВЭЖХ и ТСХ, так как оцен-
ка только по времени удерживания не рассмат-
ривается в настоящее время как специфичная 
идентификация.

Производители воcпроизведенных препара-
тов лоперамида гидрохлорида, как правило, 
контролируют родственные примеси в соответ-
ствии с монографиями BP (проводится контроль 
примеси F и неспецифицированных примесей).

53	ОФС.1.1.0023 Родственные примеси в фармацевтических субстанциях и лекарственных препаратах. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.

54	Решение Коллегии ЕЭК № 138 от 04.10.2022 «Об утверждении требований к проведению исследований (испытаний) ле-
карственных средств в части оценки и контроля содержания примесей».

55	Садек ПС. Как избежать ошибок в высокоэффективной жидкостной хроматографии. Лабораторное пособие. М.; 1988.
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Различия в условиях испытания на растворение 
(рН среды), нормах по высвобождению для та-
блеток будут реализовываться в спецификаци-
ях производителей и создавать разнообразие 
условий испытания и требований.

Несмотря на указание в ОФС.1.4.1.0015 
«Таблетки» ГФ РФ о том, что при проведении 
испытания по показателю «Растворение» допус-
кается не проводить испытание по показателю 
«Распадаемость», в зависимости от модифика-
ции лекарственной формы «таблетки» может 
быть необходимо включение обоих испытаний 

на «Распадаемость» и «Растворение» для табле-
ток, диспергируемых в полости рта, таблеток 
диспергируемых, таблеток-лиофилизатов (в по-
следнем случае, если восстановленная форма — 
суспензия).

Следует рассмотреть вопрос о возможности 
экстраполяции применения расчетно-массового 
способа к контролю однородности дозирования 
для таблеток-лиофилизатов независимо от до-
зировки согласно общему подходу к лиофилиза-
там, так как таблетки-лиофилизаты фактически 
таблетками не являются.
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Сравнительный анализ фармакопейных 
требований к качеству лекарственных 
средств метоклопрамида
	 Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

	 Панова Людмила Ивановна; panova@expmed.ru

ВВЕДЕНИЕ. Метоклопрамид — лекарственный препарат, который широко при-
меняется в качестве противорвотного средства. В фармацевтической промыш-
ленности используется метоклопрамид в форме основания или гидрохлорида 
моногидрата. Фармакопейная статья на фармацевтическую субстанцию «ме-
токлопрамида гидрохлорид моногидрат» включена в Государственную фарма-
копею Российской Федерации (ГФ РФ), однако требования в качеству лекар-
ственных препаратов на основе метоклопрамида в ГФ РФ отсутствуют. Для 
последующей разработки фармакопейной статьи на лекарственные препараты 
метоклопрамида представляется необходимой систематизация действующих 
зарубежных и российских требований к лекарственным средствам на основе 
метоклопрамида.
ЦЕЛЬ. Разработка подхода к контролю качества лекарственного препарата 
в лекарственной форме «таблетки» и фармацевтической субстанции метокло-
прамид (гидрохлорид и основание).
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В работе использовали методы сравнительного ин-
формационно-аналитического исследования и контент-анализа. Проведено 
исследование требований ГФ РФ XV изд. и ведущих зарубежных фармакопей: 
Европейской фармакопеи (Ph. Eur.), Британской фармакопеи (ВР), Фармакопеи 
США (USP), Индийской фармакопеи (IP), Фармакопеи Китайской Народной Рес-
публики (ChP), Японской фармакопеи (JP), Корейской фармакопеи (КР).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Обоснован выбор показателей качества, методов анализа и крите-
риев приемлемости для подготовки рекомендаций по составлению специфика-
ций на фармацевтическую субстанцию «метоклопрамид» основания и солевой 
формы, а также лекарственного препарата в лекарственной форме «таблетки». 
Проведен сравнительный анализ требований ГФ РФ и зарубежных фармакопей, 
а также изучены материалы регистрационных досье на фармацевтические суб-
станции и препараты в части ключевых показателей качества фармацевтиче-
ской субстанции метоклопрамида: «Идентификация», «Родственные примеси», 
«Количественное определение» для субстанций и для таблеток; дополнительно 
для таблеток — «Растворение». В ходе проведенного анализа обоснован выбор 
аналитических методов контроля качества по показателю «Идентификация»: 
для фармацевтической субстанции — спектроскопия в ближней инфракрасной 
области, тонкослойная хроматография; для лекарственного препарата  — вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография с диодно-матричным детекто-
ром или комбинация методов высокоэффективной жидкостной хроматографии 
и спектрофотометрии в ультрафиолетовой и видимой областях. Установлен до-
пустимый уровень единичных примесей по показателю «Родственные примеси» 
для фармацевтической субстанции и препарата. Рекомендованы условия про-
ведения испытаний по показателям качества «Растворение» и «Количествен-
ное определение». Даны рекомендации по включению показателей качества 
и методов анализа в фармакопейную статью на метоклопрамид основание. 
Предложено сокращение количества методов идентификации, указанных в ФС 
«Метоклопрамида гидрохлорид моногидрат».
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ВЫВОДЫ. На основании сравнительного анализа фармакопейных требований 
предложен подход к формированию требований к качеству лекарственных 
средств метоклопрамида (субстанции и лекарственного препарата в форме 
«таблетки»). В качестве основы нормирования любой единичной примеси и сум-
мы примесей предложено использовать подход Британской фармакопеи. Реко-
мендовано включить в ГФ РФ ФС на фармацевтическую субстанцию «метокло-
прамид основание».

Ключевые слова: противорвотные средства; метоклопрамид; метоклопрамид основание; метоклопрамида 
гидрохлорид моногидрат; стандартизация; сравнительный анализ; фармакопеи; требования к качеству; качество 
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Comparative Analysis of Pharmacopoeial 
Requirements for the Quality 
of Metoclopramide Medicinal Products

	 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

	 Lyudmila I. Panova; panova@expmed.ru

INTRODUCTION. Metoclopramide is a medicinal product widely used as an anti-
emetic. The pharmaceutical industry applies metoclopramide in the form of base or 
hydrochloride monohydrate. The pharmacopoeial monograph for metoclopramide 
hydrochloride monohydrate drug substance was included in the State Pharmaco-
poeia of the Russian Federation (SP RF); however, SP RF specifies no quality require-
ments for metoclopramide-based medicinal products. In order to develop a relevant 
monograph, it seems necessary to systematize the current foreign and Russian com-
pendial requirements.
AIM. This study aimed to develop an approach to quality control of metoclopramide 
drug substance (hydrochloride and base) and a medicinal product in the dosage form 
of tablets.
MATERIALS AND METHODS. The study used comparative data analysis and con-
tent analysis. Compendial requirements of SP RF, Edition XV, and the leading fo
reign pharmacopoeias — European Pharmacopoeia (Ph. Eur.), British Pharmacopoeia 
(BP), United States Pharmacopeia (USP), Indian Pharmacopoeia (IP), Pharmacopoeia 
of the People's Republic of China (ChP), Japanese Pharmacopoeia (JP), and Korean 
Pharmacopoeia (KR) were analyzed.
RESULTS. We substantiated the choice of quality parameters, analytical methods 
and acceptability criteria used to draft the guidelines on preparing specifications 
for metoclopramide hydrochloride and base, as well as tablets. The requirements 
found in SP RF and foreign pharmacopeias were compared, as well as sections of 
registration dossier for drug substance and tablets covering key quality indicators: 
Identification, Impurities, and Assay for the substance and tablets; Dissolution (ad-
ditionally for tablets). Recommendations were given to include quality parameters 
and analytical methods for the monograph on metoclopramide base. It was pro-
posed to reduce the number of identification methods included in the monograph 
on Metoclopramide hydrochloride monohydrate.
CONCLUSIONS. Сomparative analysis of compendial requirements has made it 
possible to offer a unified approach to the formation of quality requirements for 
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metoclopramide products (drug substances and tablets). The approach of the Bri
tish Pharmacopoeia is recommended for rationing any single impurity and total 
impurities. It is also recommended to include Metoclopramide base monograph 
in the SP RF.

Keywords: antiemetics; metoclopramide; metoclopramide hydrochloride monohydrate; standardization; 
comparative analysis; pharmacopoeias; quality requirements; drug quality; quality parameters; analytical 
methods; drug substance; tablets
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ВВЕДЕНИЕ
Метоклопрамид  — антагонист дофаминовых 
D2-рецепторов, широко применяемый в меди-
цинской практике в качестве противорвотного 
средства. Он используется для лечения тошно-
ты и рвоты, вызванной мигренью, у пациентов 
после операций, а также у пациентов, проходя-
щих химиотерапию, особенно в случаях, когда 
назогастральная аспирация противопоказана 
или недоступна [1–4].

В настоящее время в Государственный реестр 
лекарственных средств1 включены 3 зарубеж-
ных производителя фармацевтической субстан-
ции метоклопромид, зарегистрировано 6 препа-
ратов в лекарственной форме «таблетки» (из них 
в Евразийском экономическом союзе (ЕАЭС)2 за-
регистрировано 4), содержащих метоклопрами-
да гидрохлорид в одной дозировке 10 мг.

В Государственную фармакопею Российской 
Федерации XV изд. (ГФ РФ XV) включена фарма-
копейная статья (ФС) на фармацевтическую суб-
станцию метоклопрамида гидрохлорид3, однако 
ФС на фармацевтическую субстанцию метокло-
прамид основание и лекарственный препа-
рат отсутствуют. В связи с этим представляет-
ся необходимым проведение сравнительного 
анализа монографий зарубежных фармакопей 
на фармацевтические субстанции метоклопра-
мида гидрохлорид и основание и лекарствен-
ные препараты в лекарственной форме «таблет-
ки» для обобщения требований.

Отсутствие национальных требований к качест
ву лекарственных средств (субстанции и пре-
парата), содержащих метоклопрамид, создает 
неопределенности в процессе фармацевтиче-
ской разработки лекарственного средства при  

выборе показателей качества и их критери-
ев приемлемости как для производителей, так 
и для экспертов, выполняющих экспертизу ма-
териалов регистрационного досье.

Цель работы — разработка подхода к контролю 
качества лекарственного препарата в лекар-
ственной форме «таблетки» и фармацевтиче-
ских субстанций метоклопрамида гидрохлорид 
и метоклопрамида основание.

Задачи исследования
1.  Сравнительный анализ фармакопейных тре-
бований ГФ РФ и зарубежных фармакопей, 
а также материалов регистрационных досье, ка-
сающихся качества фармацевтической субстан-
ции метоклопрамида основание и метоклопра-
мида гидрохлорид моногидрат.
2.  Сравнительный анализ требований зарубеж-
ных фармакопей к контролю качества препарата 
метоклопрамид в лекарственной форме «таб
летки» и обоснование рекомендации к специ-
фикации на препарат.
3.  Обобщение основных требований к оцен-
ке качества на фармацевтические субстанции 
метоклопрамида основание и солевой формы, 
а также ФС на препарат в лекарственной форме 
«таблетки», содержащие метоклопрамида осно-
вание или метоклопрамида гидрохлорид моно-
гидрат.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено с использованием ин-
формационно-аналитического метода. Объекты 
исследования  — монографии Государственной 
фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ), 
Европейской (Ph. Eur.), Британской (ВP), Японской 
(JP), Индийской (IP), Международной (Ph. Int.), 
Корейской фармакопеи (KP), Фармакопеи 

1	 https://grls.rosminzdrav.ru/default.aspx
2	 https://pharma.eaeunion.org/pharma/registers/26/ru/register
3	 ФС.2.1.0469 Метоклопрамида гидрохлорид моногидрат. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
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США (USP) и Фармакопеи Китайской Народной 
Республики (ChP)4.

Монографии на лекарственную форму «таблет-
ки метоклопрамид» включены в ряд ведущих 
зарубежных фармакопей (USP, BP, IP) и содер-
жат данные для таблеток, содержащих метокло-
прамида гидрохлорид, а в ChP, JP  — данные 
для таблеток, содержащих метоклопрамида 
основание.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Фармакопейные требования к качеству 
фармацевтической субстанции 
метоклопрамид
В фармацевтической промышленности в каче-
стве активной фармацевтической субстанции 
используется метоклопрамид в форме основа-
ния либо гидрохлорида моногидрата, подходы 
к стандартизации метоклопрамида варьируются 
в зависимости от формы соединения (основание 
или гидрохлорида моногидрат).

Фармакопейная статья на фармацевтическую 
субстанцию метоклопрамида гидрохлорида 
моногидрат включена в ГФ РФ XV изд., Ph. Eur., 
BP, USP, IP, Ph. Int.5. Ph. Eur.6 / BP наряду с ме-
токлопрамида гидрохлоридом моногидратом 
устанавливают требования на метоклопрамида 
основание. В ChP, JP, KP7 представлены моно-
графии только на метоклопрамид в виде сво-
бодного основания. Препарат метоклопрамида 
гидрохлорид моногидрат в лекарственной фор-
ме «таблетки» описан в USP, BP, IP8, таблетки 
на основе метоклопрамида основание включе-
ны в монографии JP, СhP9.

Требования к качеству фармацевтической суб-
станции по показателям «Растворимость», 
«Температура плавления» и «Содержание воды», 
предъявляемые к разным химическим фор-
мам метоклопрамида, априори различны, так-
же существуют различия по показателям «рН» 
и «Родственные примеси».

Метоклопрамид (солевая форма) представляет 
собой белый кристаллический порошок, легко 
растворимый в воде (в отличие от метоклопра-
мида основания, который в воде практически 
нерастворим). Температура плавления метокло-
прамида основания  — 145–151  °С, гидрохло-
рида моногидрата  — около 183  °С (плавление 
с разложением).

Содержание воды для гидрохлорида моногид-
рата в IP, ГФ РФ, Ph. Eur., Ph. Int. — 4,5–5,5%, в USP 
норма шире — 4,5–6,0%, для основания в ChP, JP, 
KP заявлена норма не более 0,5%, в Ph. Eur. ме-
нее жесткая норма — не более 1,0%.

Фармакопейные требования к качеству фарма-
цевтической субстанции «метоклопрамид осно-
вание» представлены в таблице 1.

Профиль примесей, указанный в фармакопе-
ях, различается. Идентифицированная примесь 
Е  (N,N-диэтилэтилендиамин) является одновре-
менно технологической примесью и продуктом 
деградации действующего вещества. Ph. Eur. ре-
комендует использовать ТСХ для контроля при-
меси Е (норма ≤0,2%) и метод ВЭЖХ (градиентная 
методика) для контроля остальных примесей 
(нормы: единичная неспецифицированная при-
месь ≤0,1%, сумма ≤0,2%); JP и KP применяют полу- 
количественный метод ТСХ для контроля всех 
примесей (норма ≤0,5%); ChP использует ВЭЖХ 
(изократическая методика, сумма примесей 
≤0,5%), нормирование единичных неспецифици-
рованных примесей и примеси Е отсутствует.

Сравнение требований к методам идентифика-
ции и контролю примесей фармацевтической 
субстанции метоклопрамида гидрохлорида 
представлено в таблице 2.

Для идентификации метоклопрамида гидро-
хлорида USP, Ph. Eur., Int. Ph., ГФ РФ применяют  
ИК-спектроскопию и во всех монографиях упоми-
нают тест на хлориды; УФ-спектрометрия предло-
жена в Int. Ph. и IP, в ГФ РФ упоминается цвет-
ная реакция с 4-диметиламинобензальдегидом 

4	 European Pharmacopoeia. 11.5 ed. Strasbourg; 2024; British Pharmacopoeia. London; 2022; Japanese Pharmacopoeia. 18th ed. 
English version. Tokyo; 2021; United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville, MD; 2024; Indian Pharmacopoeia. 9th ed. New Delhi; 
2022; Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023; International Pharmacopoeia. 12th ed. Geneva: 
WHO; 2025; Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. V. IV. Beijing; 2020; Korean Pharmacopoeia. 12th ed. Seoul; 2024.

5	 ФС.2.1.0469 Метоклопрамида гидрохлорид моногидрат. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд.  
М.; 2023.

	 Monograph Metoclopramidum hydrochloridum monohydricum. European Pharmacopoeia; British Pharmacopoeia. 
	 Monograph Metoclopramidum hydrochloride. United States Pharmacopeia; Indian Pharmacopeia. 
	 Monograph Metoclopramide hydrochloride. International Pharmacopoeia. 
	 Bisoprolol fumarate tablets. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville, MD; 2025. Japanese Pharmacopoeia. 18th ed. English 

version. Tokyo; 2021. Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. V. IV. Beijing; 2020. British Pharmacopoeia. London; 2025.
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(специфическая реакция на первичную аро-
матическую аминогруппу (-NH2)), а также ТСХ. 
Таким образом, в ГФ РФ количество испыта-
ний для идентификации является наибольшим. 
Целесообразно рассмотреть вопрос о сокра-
щении нормативных обязательных испытаний: 
например, исключить ТСХ или реакцию с диме-
тиламинобензальдегидом.

Примеси в метоклопрамида гидрохлорида мо-
ногидрате в ГФ РФ и Ph. Eur. нормируются оди-
наково: примесь Е (ТСХ) — не более 0,5%, другие 

примеси (ВЭЖХ)  — не более 0,1%, сумма при-
месей — не более 0,2%. В USP (ВЭЖХ) примесь 
A, B, D — не более 0,15% каждая, любая другая 
примесь  — не более 0,10%, сумма примесей  — 
не более 0,50%. В IP (ВЭЖХ) любая единичная 
примесь  — не более 0,15%, сумма примесей  — 
не более 0,5%. В Int. Ph. используется полуколи-
чественный метод ТСХ и менее жесткая норма — 
не более 1,0% (для каждой индивидуальной 
примеси). В отличие от метоклопрамида гидро-
хлорида гидрата в Ph. Eur. для метоклопрами-
да (основание) для примеси Е предусмотрена 

Таблица 1. Фармакопейные требования к фармацевтической субстанции «метоклопрамид основание»

Table 1. Compendial requirements for metoclopramide (base) drug substance 

Показатель 
качества
Quality 

parameter

Японская  
фармакопея

Japanese 
Pharmacopoeia

Корейская 
фармакопея

Korean 
Pharmacopoeia

Европейская 
фармакопея

European Pharmacopoeia

Фармакопея КНР
Pharmacopoeia of the Peoples’ 

Republic of China

Идентифи-
кация
Identifica-
tion

•	 Реакция на первич-
ные ароматические 
амины;

•	 реакция с реакти-
вом Драгендорфа 
(образование крас-
новато-оранжевого 
осадка);

•	УФ-спектрофото-
метрия (среда — 
0,01 М HCl, сравне-
ние с УФ-спектром 
стандартного 
образца)

•	 Reaction to primary 
aromatic amines;

•	 Reaction with Dra-
gendorff's reagent 
(reddish-orange 
precipitate);

•	UV spectrophoto-
metry (the medium, 
0.01 M HCl solution 
compared with the 
UV spectrum of the 
reference standard)

•	 Реакция 
на первичные 
ароматические 
амины;

•	 реакция с реак-
тивом Драген-
дорфа;

•	УФ-спектро-
фотометрия

•	 Reaction to 
primary aromatic 
amines;

•	 Reaction with 
Dragendorff's 
reagent;

•	UV spectrophoto-
metry

•	Определение тем-
пературы плавления 
(145– 149 °C);

•	 ИК-спектроско-
пия (сравнение 
с ИК-спектром стан-
дартного образца).

Для аптек:
•	определение темпе-

ратуры плавления;
•	тонкослойная хро-

матография

•	 Melting point determ-
ination (145 to 149 °C);

•	 IR spectroscopy 
(comparison of the 
IR spectrum with the 
spectrum of the refer-
ence standard).

For pharmacies:
•	 Melting point determi-

nation;
•	TLC

•	 Цветная реакция с H2SO4 
на индол и его производные 
(нагревание с H2SO4 дает фио- 
летово-черное окрашивание; 
при разбавлении водой — зеле-
ная флуоресценция);

•	УФ-спектрофотометрия 
(среда — 0,01 М HCl, макси-
мум оптического поглощения 
раствора — 308 нм, минимум — 
290 нм);

•	 ИК-спектроскопия (сравнение 
с ИК-спектром стандартного 
образца)

•	Color reaction with sulfuric acid for 
indole and its derivatives (heating 
with H2SO4 produces a violet-black 
color; when diluted with water, 
green fluorescence occurs);

•	UV spectrophotometry (the me-
dium, 0.1 M HCl, has a maximum 
optical absorption of 308 nm and a 
minimum of 290 nm);

•	 IR spectroscopy (IR spectrum 
compared with the spectrum of the 
reference standard)

Примеси
Impurities 

ТСХ (любая примесь — 
не более 0,5%)

TLC: any impurity — not 
more than 0.5%

ТСХ (любая при-
месь — не более 
0,5%)

TLC: any impurity — 
not more than 0.5%

ТСХ (примесь E: не бо-
лее 0,2%).
ВЭЖХ (другие примеси: 
неспецифицированные 
примеси — не более 
0,1% каждая;
сумма примесей — 
не более 0,2%)

TLC (impurity E: not more 
than 0.2%).
HPLC (other impurities: 
unspecified impurities — 
not more than 0.1% each;
total impurities — not 
more than 0.2%)

ВЭЖХ (сумма площадей всех 
примесных пиков не должна 
превышать площадь основного 
пика на хроматограмме раствора 
сравнения (отклонение не более 
0,5%)

HPLC: the sum of the areas of all 
impurity peaks should not exceed the 
area of the main peak on the chro-
matogram of the reference solution 
(deviation not more than 0.5%)

Таблица составлена авторами по данным Japanese Pharmacopoeia; Korean Pharmacopoeia; European Pharmacopoeia; Pharmacopoeia of the 
Peoples’ Republic of China / The table was adapted by the authors from Japanese Pharmacopoeia, Korean Pharmacopoeia, European Pharmacopoeia, 
and Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; ТСХ — тонкослойная хроматография.
Note. HPLC, high-performance liquid chromatography; TLC, thin-layer chromatography.
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более мягкая норма  — ≤0,5%; профиль приме-
сей, определенный методом ВЭЖХ, совпадает 
для метоклопрамида гидрохлорида и метокло-
прамида основания.

Дополнительные показатели контроля «Потеря 
в массе при высушивании» и «Сульфатная 
зола» контролируются во всех рассмотренных 
монографиях. Норма потери в массе при вы-
сушивании составляет ≤0,5% во всех фарма-
копеях, кроме Ph. Eur., где регламентирована 
менее жесткая норма — ≤1,0%. Норма сульфат-
ной золы во всех фармакопеях указана ≤0,1%. 
Показатели «Мышьяк» (≤2 ppm) и «Тяжелые ме-
таллы» (≤20 ppm) контролируются только ChP. 
В монографиях JP, KP и ChP указаны условия 
хранения: «В хорошо укупоренной упаковке», 
в то время как в Ph. Eur. подобная информация 
отсутствует.

На основании сравнительного анализа можно 
рекомендовать гармонизацию проекта фарма-
копейной статьи «Метоклопрамид основание» 
с монографией Европейской фармакопеи10.
Это обусловлено подходом к выбору методов 
и условий испытаний, наличием критичных 
показателей и допустимых критериев при-
емлемости для оценки качества субстанции. 
В проект ФС рекомендуется включить следую-
щие показатели:
•	 описание;
•	 идентификация (ИК-спектроскопия + тем-

пература плавления; для аптек: ТСХ + каче-
ственная реакция с диметиламинобензаль-
дегидом);

•	 родственные примеси (примесь Е — ТСХ, дру-
гие примеси — ВЭЖХ);

•	 потеря в массе при высушивании;
•	 сульфатная зола;
•	 микробиологическая чистота;
•	 остаточные органические растворители;
•	 количественное определение (неводное по-

тенциометрическое титрование) [5];
•	 условия хранения (в хорошо укупоренной 

упаковке).

Для идентификации, помимо ИК-спектроскопии 
и определения температуры плавления, це-
лесообразно предусмотреть ТСХ и каче-
ственную реакцию (реакция с диметилами-
нобензальдегидом) при проведении анализа 
в производственных аптеках в качестве мето-
дов, не требующих серьезного инструменталь-
ного оформления. В ФС для метоклопрамида 

гидрохлорида моногидрат рекомендовано 
сохранить в качестве методов идентификации 
ИК-спектроскопию + качественную реакцию 
на хлориды.

Фармакопейные требования к качеству 
метоклопрамида в лекарственной форме 
«таблетки»
Требования к качеству метоклопрамида гид-
рохлорида моногидрата в лекарственной 
форме «таблетки» описаны в монографиях 
Metoclopramide tablets USP, BP, IP. Требования 
к качеству препарата в ЛФ «таблетки», содер-
жащие метоклопрамида основание, описаны 
в монографиях Metoclopramide tablets JP, СhP  
(табл. 3).

УФ-спектр, зарегистрированный в растворе 
метоклопрамида гидрохлорида (IP) и метокло-
прамида основания (JP), имеет 2 максимума 
(273  и 309 нм; 270–274 и 306–310 нм соответ-
ственно), в ChP для метоклопрамида основания 
указывается максимум поглощения при длине 
волны 308  нм и минимум  — при длине волны 
290  нм. УФ-детектирование при количествен-
ном определении осуществляется при разных 
длинах волн: метоклопрамида гидрохлори-
да 215 и 305 нм и метоклопрамида основания 
275 и 308 нм.

Подход к контролю примесей в таблетках, со-
держащих метоклопрамида основание и ме-
токлопрамида гидрохлорид, различается. В ChP 
и JP контроль примесей в таблетках метокло-
прамида основания не регламентирован, тогда 
как остальные фармакопеи в препаратах со-
левой формы обязуют контролировать любую 
единичную примесь (≤0,5%) (USP, BP, IP), и BP до-
полнительно устанавливает требования к сумме 
примесей (≤1,5%). Согласно Решению Коллегии 
ЕЭК11 примеси с содержанием ≥0,2% должны 
быть идентифицированы (при максимальной су-
точной дозе 30 мг).

Сравнительный анализ требований JP, USP, IP, ChP 
и ВР выявил различные подходы в условиях про-
ведения испытаний по показателю «Растворение». 
Так, JP руководствуется общими требованиями 
(устанавливаются отдельно при регистрации пре-
парата), в отличие от стандартизированного под-
хода USP и IP, предусматривающего конкретные 
условия проведения испытания и нормы, что мо-
жет обеспечить бóльшую воспроизводимость ре-
зультатов. ChP придерживается более жестких 

10	Решение Коллегии ЕЭК от 22.09.2015 № 119 «О Концепции гармонизации фармакопей государств — членов Евразийского 
экономического союза». 

11	Решение Коллегии ЕЭК от 04.10.2022 № 138 «Об утверждении Требований к проведению исследований (испытаний) 
лекарственных средств в части оценки и контроля содержания примесей».
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требований к оценке растворения по сравнению 
с USP и IP, делая акцент на повышенном контро-
ле биофармацевтических характеристик лекар-
ственных форм.

При оценке количественного содержания дей-
ствующего вещества USP, IP, ChP и BP применяют 
сходные допустимые пределы и методы анализа 
(ВЭЖХ), что указывает на согласованный подход 
к нормам. В JP зафиксирован более узкий диапа-
зон допустимых значений, однако метод анали-
за совпадает с указанным в вышеупомянутых 
фармакопеях.

Таблетки метоклопрамида чувствительны к све-
ту, поэтому фармакопейные документы огова-
ривают специальные условия хранения: ChP 
и JP рекомендуют хранение в плотно закрытых 
контейнерах; USP — в плотно закрытых светоза-
щитных контейнерах при контролируемой ком-
натной температуре; IP и BP  — в защищенном 
от света месте, при этом IP дополнительно тре-
бует защиты от влаги.

Сравнение требований к таблеткам метоклопра-
мида на основе спецификаций и нормативных 
документов производителей приведено в та-
блице 4 Требования к лекарственным препаратам 
«метоклопрамид таблетки» производителей 
фармацевтической продукции (опубликована 
на сайте журнала)12.

Все 6 производителей используют в качестве 
действующего вещества при производстве ле-
карственной формы метоклопрамида гидрохло-
рида моногидрат, в технологическом процессе 
производства в качестве растворителя на этапе 
влажной грануляции используют воду, в связи 
с чем контроль остаточных органических раство-
рителей отсутствует. Методы анализа, использу-
ющиеся при контроле качества, также сходные.

ВЫВОДЫ
На основании сравнительного анализа фар-
макопейных требований предложен подход 
к формированию требований к качеству лекар-
ственных средств метоклопрамида (субстанции 

и лекарственного препарата в форме «таблет-
ки»). Основой нормирования любой единичной 
примеси и суммы примесей предложено исполь-
зовать подход Британской фармакопеи.

При оценке качества фармацевтических суб-
станций метоклопрамида целесообразно вклю-
чение монографии на метоклопрамид основание 
в ГФ РФ (профиль примесей метоклопрамида 
в форме основания и в солевой форме практи-
чески одинаков). ФС на субстанции метоклопра-
мид основание и метоклопрамида гидрохлорид 
позволит включить в ГФ РФ ФС на лекарствен-
ные препараты, изготовленные из обеих фарма-
цевтических субстанций.

При оценке качества лекарственных препаратов 
в лекарственной форме «таблетки» для иденти-
фикации действующего вещества возможно ис-
пользование метода ВЭЖХ с диодно-матричным 
детектором либо комбинации двух методов: 
ВЭЖХ и УФ-СФМ.

Поскольку метоклопрамида гидрохлорид имеет 
высокую биодоступность, производители лекар-
ственных средств могут рассматривать различ-
ные условия проведения испытаний по показате-
лю «Растворение» при разработке и подготовке 
спецификаций и нормативного документа по ка-
честву на лекарственный препарат «метоклопра-
мид таблетки» (например, аппарат «вращающаяся 
корзинка», среда растворения — вода, с нормой 
«не менее 75% (Q) от заявленного количества 
в течение 30 мин»). Если состав лекарственного 
препарата содержит метоклопрамид основание, 
можно использовать в качестве среды раство-
рения раствор хлороводородной кислоты (9 мл 
до 1000 мл, рН — 1,24). Анализ количественного 
содержания действующего вещества и профиля 
контролируемых примесей в лекарственных пре-
паратах «метоклопрамид» возможен с помощью 
метода ВЭЖХ, при этом максимальный уровень 
содержания неспецифицированных (неиденти-
фицированных) примесей, согласно требованиям 
ГФ РФ и нормативно-правовых документов ЕАЭС, 
не должен превышать 0,2%.
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фармакокинетики лекарственных средств 
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ВВЕДЕНИЕ. В соответствии с требованиями по процедуре регистрации ле-
карственных препаратов (ЛП) в регистрационное досье должны быть вклю-
чены данные по доклиническому изучению фармакокинетики лекарственных 
средств. Однако вопрос объема предоставляемых данных для различных групп 
препаратов, а также определение того, какие фармакокинетические процессы 
и их параметры на каждом этапе жизненного цикла препарата должны быть 
изучены, остается открытым.
ЦЕЛЬ. Анализ данных литературы, отечественных и зарубежных методических 
документов по доклиническому изучению фармакокинетики лекарственных 
средств для выбора оптимальной стратегии сбора данных фармакокинетики 
на разных этапах жизненного цикла лекарственного препарата.
ОБСУЖДЕНИЕ. Материалы исследования  — регуляторные документы, руко-
водства по доклиническому изучению ЛП, научные статьи и иные литературные 
источники, находящиеся в открытом доступе (в том числе по данным электрон-
ных баз РИНЦ (eLIBRARY.RU), PubMed, Web of Science). Рассмотрены основные 
подходы к планированию исследований фармакокинетики для различных ле-
карственных препаратов (оригинальных, воспроизведенных, биологических 
и т.д.), включая выбор вида и количества лабораторных животных, исследуемых 
доз и временных точек отбора биоматериала.
ВЫВОДЫ. Исследования фармакокинетики лекарственных препаратов 
на этапе доклинических исследований необходимы для оптимизации струк-
туры молекулы действующего вещества, выбора оптимального пути введения 
и оптимальной лекарственной формы, прогнозирования значений фармако-
кинетических параметров у человека, сокращения временных затрат и рисков 
при разработке безопасных и эффективных лекарственных средств. Предло-
жены дизайны исследований фармакокинетики на этапе скрининга молекул, 
оптимизации молекул и выбора лекарственной формы для исследований раз-
личных групп препаратов.

Ключевые слова: фармакокинетика; дизайн исследования; доклинические исследования; оригинальный 
препарат; воспроизведенный препарат; гибридный препарат; комбинированный препарат; биологический 
препарат
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INTRODUCTION. According to drug registration requirements, a registration 
dossier should include the data on preclinical trials of drug pharmacokinetics. 
However, the scope of data provided for various drugs groups, as well as pharma-
cokinetics elements to be studied at each stage of the product life cycle is still 
a relevant issue.
AIM. This study aimed to analyze literature data, Russian and foreign guidelines on 
preclinical trials of drug pharmacokinetics to choose an optimal strategy of data 
collection at various stages of drug life cycle.
DISCUSSION. The research materials included regulatory documents, guidelines on 
preclinical trials, scientific articles and other publicly available sources (including 
electronic RSCI databases (eLIBRARY.RU), PubMed, and Web of Science). We ana-
lyzed the main approaches to planning pharmacokinetic trials for various drugs (ori-
ginal, generic, biological drugs, etc.), including the type and number of laboratory 
animals, the doses studied and the time points of biomaterial sampling.
CONCLUSIONS. Preclinical pharmacokinetic trials are warranted for optimization 
of active pharmaceutical substance molecules, selection of the dosage form to 
study various drug groups, predicting pharmacokinetic parameters in humans, re-
ducing time costs and risks when developing safe and effective drugs. Designs 
of pharmacokinetic trials were proposed at the stage of molecule screening, mo-
lecule optimization and selection of the drug forms for the research of various 
drug groups.
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hybrid drug; combined preparation; biological products
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ВВЕДЕНИЕ
Фармакокинетика (ФК)  — раздел фармаколо-
гии, изучающий процессы абсорбции, распре-
деления, метаболизма и выведения (adsorp-
tion, distribution, metabolism, excretion, ADME). 
В настоящее время исследования ФК являют-
ся ключевыми при разработке лекарственного 
препарата (ЛП). Как самостоятельный раздел 
фармакологии ФК была выделена в 1930‑х гг., 
однако до 1960‑х гг. рассматривалась исключи-
тельно в качестве академической дисциплины, 
не имеющей прикладного значения. Впервые 
практическая значимость ФК была показана 
при разработке математической модели опти-

мального режима применения сульфанилами-
дов, позволившей сократить количество неже-
лательных реакций [1].

Доклинические фармакокинетические данные 
должны быть включены в состав регистраци-
онного досье на лекарственные препараты 
(модуль 4, «Доклинические исследования»)1. 
На основании подобных данных может быть 
проведен скрининг биологически активных мо-
лекул, оптимизация лекарственных форм (ЛФ), 
а также сделан прогноз потенциальных лекар-
ственных взаимодействий [2]. Совокупность 
знаний о ФК, фармакодинамике (ФД) и токсич-
ности позволяет выбрать ЛП с благоприятным 
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1	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных средств для медицинско-
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фармакологическим профилем, определить оп-
тимальные пути введения и схемы дозирования 
препаратов в клинической практике, а также 
дает понимание поведения действующего ве-
щества (ДВ) в организме [3, 4].

Дизайны ФК-эксперимента могут значительно 
различаться в зависимости от конечной цели 
исследователя: скрининговое исследование со-
единений, изучение ФК в ходе разработки ЛФ, 
изучение возможного фармакокинетического 
взаимодействия или регистрационные исследо-
вания ЛП. Для алгоритмизации возможных ди-
зайнов исследования ФК необходимы сбор и си-
стематизация имеющихся данных литературы.

Цель работы  — анализ данных литературы, 
отечественных и зарубежных методических 
документов по доклиническому изучению 
фармакокинетики лекарственных средств 
для выбора оптимальной стратегии сбора дан-
ных фармакокинетики на разных этапах жиз-
ненного цикла ЛП.

При подготовке работы использовали регу-
ляторные документы Международного со-
вета по гармонизации (International Council 
for Harmonisation, ICH), Европейского агент-
ства по лекарственным средствам (European 
Medicines Agency, EMA), Евразийской экономи-
ческой комиссии (ЕЭК), а также находящиеся 
в открытом доступе научные статьи, преимуще-
ственно опубликованные в период 2014–2024 гг. 
Поиск производили в электронных базах дан-
ных PubMed, Web of Science, РИНЦ (eLIBRARY.RU) 
и поисковой системе Google Scholar. Ключевые 
слова, использованные в поисковых запросах: 
фармакокинетика, доклинические исследова-
ния, ADME, биоаналитические методы и их пере-
водные аналоги.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Общие аспекты
Подробные рекомендации по дизайну и объему 
изучения ФК лекарственных средств (ЛС) на эта-
пе доклинических исследований (ДКИ) в рам-
ках документов Евразийского экономического 
союза (ЕАЭС) в настоящее время отсутствуют. 
В Решении2 в разделе 4.2.2 отмечено, что докумен-
ты регистрационного досье по ФК-исследованиям 
включают результаты анализа всех процессов, 

происходящих с активным веществом и его мета-
болитами в живом организме, и охватывают изу-
чение абсорбции, распределения, биотрансфор-
мации и выведения активного вещества и его 
метаболитов. Доклиническая оценка безопасно-
сти для регистрации ЛП должна включать докли-
нические ФК-исследования3. До начала клиниче-
ских исследований (КИ) должны быть получены 
данные о системной экспозиции (токсикокине-
тике) на тех же самых видах животных, которые 
были использованы для изучения токсичности 
при многократном введении. Более подробные 
данные о ФК (включая сведения об абсорбции, 
распределении, метаболизме и выведении) 
у исследуемых видов животных должны быть 
доступны до назначения ЛП большому коли-
честву субъектов или до начала III фазы КИ. 
Аналогичные требования содержит ICH M3 (R2)4: 
результаты исследований метаболизма и связы-
вания с белками плазмы in vitro животных и лю-
дей следует оценивать до начала КИ. Сравнение 
метаболитов, образующихся у человека и живот-
ных, необходимо для оценки целесообразности 
проведения дополнительных испытаний, а также 
оценки вклада метаболита в общее действие ЛП: 
если метаболит характеризуется токсичностью 
и (или) его фармакологический эффект превы-
шает 10%, то следует провести ФК-исследования 
этого метаболита. Такие исследования должны 
проводиться для поддержки КИ фазы III. Однако 
очевидно, что вклад метаболитов в фармаколо-
гическое действие необходимо оценить как мож-
но раньше, т.к. метаболит может быть токсичным, 
обладать большим фармакологическим эффек-
том, что потребует его дополнительной характе-
ристики и тестирования в ДКИ.

Результаты in vitro исследований связывания ДВ 
с белками, возможных путей метаболизма, про-
ницаемости, а также оценка абсолютной био-
логической доступности (БД) вещества in  vivo 
могут обосновать выбор ЛФ препарата и пути 
его введения, поэтому эти исследования необ-
ходимы уже на этапе фармацевтической разра-
ботки ЛП. Примером изучения ФК ДВ и оценки 
его абсолютной БД для обоснования разра-
ботки препарата для перорального введения 
является работа Г.Б. Колыванова и соавт. [5],  
в которой была оценена ФК кардиопро-
тективного средства после однократного 

2	 Там же.
3	 Решение Коллегии ЕЭК от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиническим исследованиям безопасно-

сти в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
	 Миронов АН, ред. Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2013.
4	 ICH guideline M3(R2) on non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing authorisation for 

pharmaceuticals. ICH; 2009. https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m3r2-non-clinical-
safety-studies-conduct-human-clinical-trials-and-marketing-authorisation-pharmaceuticals-step-5_en.pdf



166

Approaches to drug pharmacokinetics study design in preclinical trials (review)
Karlina M.V., Kosman V.M., Makarova M.N., Makarov V.G.

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2026. Т. 16, № 2

5	 ICH S3B Pharmacokinetics: repeated dose tissue distribution studies. EMA; 1995. https://www.ema.europa.eu/en/documents/
scientific-guideline/ich-s-3-b-pharmacokinetics-guidance-repeated-dose-tissue-distribution-studies-step-5_en.pdf

6	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012. 

введения крысам внутривенно и внутрижелу-
дочно. Установленная абсолютная БД позволи-
ла сделать вывод о возможности разработки 
ЛФ для приема внутрь.

В ICH S3B5 рассмотрены вопросы изучения рас-
пределения препаратов по органам и тканям; 
даны разъяснения, в каких случаях необходи-
ма оценка распределения при однократном 
и многократном введении ЛП. Оценку ткане-
вого распределения и потенциала кумуляции 
большинства ЛП рекомендуется проводить по-
сле их однократного введения. Исследования 
при многократном введении оправданы в слу-
чае, если препарат характеризуется длитель-
ным периодом полувыведения, неполной эли-
минацией или имеет непредвиденную органную 
токсичность. В ICH S3B не конкретизируется, 
нужно ли проводить такие исследования ак-
тивной фармацевтической субстанции (АФС) 
или ЛП и, в случае ЛП, на каком этапе разра-
ботки. Однако изучение процессов распре-
деления необходимо для выявления органов 
и тканей с максимальным накоплением ДВ, де-
тального изучения механизмов действия ЛС [6], 
а также создания систем адресной доставки ЛП 
или увеличения его биодоступности [7–9].

Наиболее подробно ДКИ ФК для различных 
групп препаратов (оригинальный препарат, вос-
произведенный препарат, новая ЛФ препарата 
и др.) описаны в Руководстве по проведению 
доклинических исследований6, где выделена 
отдельная глава  — «Методические рекоменда-
ции по проведению доклинических исследова-
ний фармакокинетики лекарственных средств». 
Однако в документе не указаны параметры 
оценки при скрининге новых молекул, перечень 
необходимых исследований АФС и ЛП на этапе 
разработки, а также объем исследования воз-
можных ФК-взаимодействий.

В жизненном цикле ЛП можно выделить несколь-
ко этапов [10], часть которых подразумевает 
изучение доклинической ФК: синтез и скрининг 
молекул, оптимизацию структуры молекулы 
и технологии синтеза ДВ, доклиническую раз-
работку ЛП (включая фармацевтическую разра-
ботку и ДКИ).

Синтез и скрининг молекул 
действующего вещества
Поиск новых молекул начинается с выбо-
ра белка-мишени, вовлеченного в патогенез 

определенного заболевания человека. Затем 
проводится поиск соединения, которое может 
связываться с белком-мишенью. Для дальней-
шей разработки молекула-кандидат должна 
обладать достаточной биологической актив-
ностью, профилем безопасности, должны быть 
предварительно получены фармакокинетиче-
ские данные. Стратегия разработки ЛС включает 
такие подходы, как высокопроизводительный 
скрининг, секвенирование генома, использова-
ние микрочипов ДНК, робототехника, миниатю-
ризация и методы биоинформатики [11]. Наряду 
с оценкой фармакологической активности и изу-
чением токсических свойств новых молекул, ФК 
занимает одно из ключевых мест в скрининге, 
т.к. процессы всасывания, распределения, ме-
таболизма и выведения напрямую определяют 
судьбу кандидатов в ЛС [12]. На этапе скри-
нинга проводят исследования процессов ADME 
in  vitro (метаболическая стабильность в микро-
сомах печени животных и человека, метаболизм 
в системе цитохромов Р450, растворимость 
и проницаемость через монослой клеток Caco-2, 
связывание с белками плазмы крови), а также 
исследования этих процессов in vivo в сово-
купности в живом организме [13–15]. Однако 
необходимо отметить, что многие исследова-
ния in vitro достаточно длительны и являются 
дорогостоящими, кроме того на данном эта-
пе количества образца ДВ для исследования, 
как правило, не так много. Учитывая вышеска-
занное, а также то, что этап скрининга преодо-
левает только незначительное количество кан-
дидатов, рационально минимизировать объем 
исследований ФК. Поскольку основной целью 
изучения ФК при скрининге молекул является 
установление зависимости фармакологиче-
ского эффекта от системной концентрации ве-
щества [13] и наиболее важными параметрами 
ФК на этом этапе являются скорость выведения 
препарата и прогнозирование его клиренса (CL) 
[10, 16], достаточно получить предварительную 
ФК с несколькими временными точками в пред-
полагаемом интервале дозирования на одном 
виде животных.

Минимальный объем исследований на эта-
пе скрининга (табл. 1) включает оценку па-
раметров ФК при двух путях введения: вну-
тривенном (обеспечивает абсолютную БД) 
и ином, установленном в исследованиях ФД 
и (или) планируемом в клинической прак-
тике. Представленный дизайн позволяет 

https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-s-3-b-pharmacokinetics-guidance-repeated-dose-tissue-distribution-studies-step-5_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-s-3-b-pharmacokinetics-guidance-repeated-dose-tissue-distribution-studies-step-5_en.pdf
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Таблица 1. Возможный дизайн исследования фармакокинетики на начальных этапах изучения действующего вещества

Table 1. Approximate design of the pharmacokinetic study at the initial stages of active pharmaceutical substance study 

Группа
Group

Доза и режим введения
Dose and administration

Вид, количество животных
Species, number of animals

Биоматериал, временные точки
Biological sample, time points

Этап скрининга молекул / Molecule screening stage

1 Субстанция ДВ, доза 1, однократное 
введение (доза и путь введения, 
установленные в исследованиях ФД)
APS, 1 single, administration (dose and route 
established in PD studies) Крысы, 30 (3 особи 

на 1 временную точку)
Rats, 30 (3 per time point)

Отбор крови и при возможности 
органов-мишеней на 10 временных 
точках
Blood sampling and, when possible, 
target organ sampling at 10 time points

2 Субстанция ДВ, доза 1, однократное вну-
тривенное введение (только при условии 
растворимости в воде)
APS, 1 single, intravenous administration (only if 
soluble in water)

Отбор крови на 10 временных 
точках
Blood sampling at 10 time points

Этап оптимизации молекулы / Molecule optimization stage

1 Субстанция ДВ, доза 1, однократное введение, 
неизмененная молекула (доза и путь введе-
ния, установленные в исследованиях ФД)
APS, 1 single application of unchanged molecule 
(dose and route established in PD studies) Крысы, 30 (3 особи 

на 1 временную точку) 
или кролики (3 особи)
Rats, 30 (3 per time point)  
or rabbits, 3 animals

Отбор крови на 10 временных 
точках
Blood sampling at 10 time points2 Субстанция ДВ, доза 1, однократное 

введение, оптимизированная молекула 
(доза и путь введения, установленные 
в исследованиях ФД)
APS, 1 single application optimized molecule 
(dose and route established in PD studies)

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. ДВ — действующее вещество, ФД — фармакодинамика.
Note. APS, active pharmaceutical substance; PD, pharmacodynamics.

валидировать биоаналитическую методику 
для определения ДВ и (или) его метаболитов 
в плазме крови или обосновать необходи-
мость модификации методики (например, 
для повышения чувствительности). В случае 
если известна биологическая мишень молеку-
лы и ее локализация специфична, необходимо 
исследование распределения в органы и тка-
ни [17]. Результаты этого исследования можно 
использовать для оптимизации химической 
структуры соединения и выбора ЛФ будущего 
ЛП для получения благоприятного фармако-
кинетического профиля. В ряде случаев аль-
тернативой подобным экспериментам может 
выступать компьютерное моделирование [18].

Оптимизация химической структуры 
и технологии синтеза действующего 
вещества
После выбора соединения-кандидата могут по-
требоваться исследования по оптимизации хи-
мической структуры (введение дополнительных 
функциональных групп, получение солей и т.д.), 
а также отработка технологии синтеза. На дан-
ном этапе оптимально параллельное прове-
дение исследований ФК и ФД на одном виде 

животных для обеспечения прогностической 
ценности данных и построения релевантных 
ФД- и ФК-моделей [19]. Примером такого под-
хода может быть работа X. Zhang и соавт. [20], 
где была проведена оценка ФК и ФД субстан-
ции рекомбинантного человеческого интерфе-
рона альфа-2b у китайских макак-резусов после 
изменения технологии ее очистки и проде-
монстрировано отсутствие значимого влияния 
изменений на изученные параметры.

При изменении химической структуры соедине-
ния ДВ необходимо дополнительное исследова-
ние ФД, ФК и токсичности модифицированной 
структуры. Оптимальным дизайном исследова-
ний по оценке модифицированной структуры 
может быть сравнительное исследование моди-
фицированного и немодифицированного соеди-
нения-кандидата при однократном введении 
одним путем в одной дозе (табл. 1).

Доклиническая разработка 
лекарственного препарата
На этапе фармацевтической разработки и ДКИ 
изучение ФК позволяет оценить улучшение 
БД, разработать оптимальную ЛФ, обеспе-
чить адресную доставку ДВ препарата, а также 
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разработать воспроизведенный препарат с про-
филем безопасности и эффективности, сопоста-
вимым с таковым у оригинального препарата. 
При выборе ЛФ препарата ведущей является 
биофармацевтическая концепция разработки 
ЛФ, основанная на создании ЛП с учетом фар-
мацевтических факторов, таких как состав ЛП 
(в том числе вспомогательные вещества (ВВ)), 
вид ЛФ, путь введения, физико-химические 
свойства АФС, технологические условия произ-
водства [21], а также учитывающая результаты 
исследований, проведенных на этапе скринин-
га. При разработке ЛП в ЛФ для перорального 
приема безусловно важно понимание степени 
всасываемости вещества (его проникающей 
способности), стабильности в ЖКТ, что опреде-
ляет выбор ВВ, также эта информация важна 
на этапе разработки воспроизведенных препа-
ратов с точки зрения возможности проведения 
процедуры биовейвер.

Проведение экспериментов in vitro в ходе 
ДКИ регламентируется Решением Совета ЕЭК7. 
Примером использования информации о ФК 
для выбора оптимальной технологии и ЛФ для об-
основания пути введения могут служить рабо-
ты [22–25]. Так, в работе [22] авторы показали, 
что БД фтортиазинона из твердой дисперсион-
ной формы при внутрижелудочном введении 
крысам гораздо выше по сравнению с кристал-
лической формой, что дало основание считать ее 
более подходящей для дальнейшей разработки 
лекарственной формы. Авторы работы [23] дока-
зали, что БД куркумина при пероральном введе-
нии в виде микроэмульсии увеличивается, кроме 
того, при этом повышается проникновение его 
в головной мозг. В работе [24] показана перспек-
тивность использования нановезикулярных но-
сителей для увеличения БД ропинирола. Авторы 
работы [25] определили абсолютную БД нового 
противопаркинсонического средства после вну-
трижелудочного введения мышам, которая соста-
вила 10–16%, что позволило говорить о потенци-
альной возможности разработки лекарственной 
формы для приема внутрь.

Для определения оптимального состава 
или пути введения будущего препарата на этапе 
фармацевтической разработки достаточно про-
ведения сравнительного изучения ФК с опре-
делением концентрации ДВ только в крови 

(дизайн аналогичен исследованию оптимизиро-
ванной молекулы, табл. 1), т.к. на данном этапе 
важно определить фармакокинетические пре-
имущества/особенности того или иного соста-
ва или пути введения. При разработке сложных 
ЛФ необходимы более обширные исследова-
ния ФК, поскольку ЛФ могут менять не только 
БД, но и распределение ДВ в органы и ткани. 
Так, для липосомальных ЛФ, согласно Решению8, 
уже на этапе фармацевтической разработки 
рационально оценить и распределение в ор-
ганы и ткани, что подтвердит ее успешность (в 
случае отрицательного результата потребуется 
доработка ЛФ). При разработке блок-сополи-
мерных мицеллярных форм ФК может значи-
тельно меняться в зависимости от скорости CL 
мицелл и их диссоциации, а также скорости 
высвобождения ДВ из мицеллы. Аналогично 
меняется ФК ЛС в форме наночастиц, что учте-
но в Рекомендации9. Указано, что ФК подобных 
ЛП требует характеристики in vivo с оценкой ФК 
параметров как для общего, так и свободно-
го ДВ в крови при разных дозах, определения 
путей метаболизма и оценки лекарственных 
взаимодействий. Также необходимо устано-
вить распределение в органы и ткани, значимые 
для клинического назначения, и пути введе-
ния препарата. Рекомендовано сравнивать ФК 
блок-сополимерного мицеллярного ЛП и его ДВ, 
вводимого в чистом виде, для подтверждения 
эффективности ЛФ. Для вводимых внутривенно 
препаратов такого рода может потребоваться 
оценка взаимодействия блок-сополимерных 
мицелл с белками и клетками крови, поскольку 
эти факторы способны влиять на распределение, 
стабильность и безопасность ЛС.

После выбора ЛФ следует провести комплекс 
исследований ФК, необходимых и достаточных 
для регистрации ЛП. Общая схема доклиниче-
ского изучения ФК на предрегистрационном 
этапе приведена на рисунке 1. Объем исследова-
ний в зависимости от природы ДВ, его изученно-
сти и выбранной ЛФ может значимо отличаться.

Оригинальный ЛП. При регистрации препарата 
должны быть предоставлены данные о ФК, по-
лученные как in vitro, так и in vivo.

В регистрационное досье на ЛП должны быть 
включены отчеты о следующих исследовани-
ях in vitro: связывание ДВ с белками плазмы, 

7	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения исследований биоэквивалентности лекар-
ственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».

8	 Решение Совета ЕЭК от 15.09.2020 № 111 «Об утверждении Руководства по фармакокинетическому и клиническому изу-
чению биоэквивалентности липосомальных лекарственных препаратов для внутривенного введения».

9	 Рекомендация Коллегии ЕЭК от 15.09.2020 № 15 «О руководствах по оценке качества и исследованию биоэквивалентно-
сти отдельных групп лекарственных препаратов».
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Рис. 1. Доклиническое изучение фармакокинетики in vivo и in vitro на этапе фармацевтической разработки и предрегистра-
ционном этапе
Примечание. ДВ — действующее вещество; ДКИ — доклинические исследования; КИ — клинические исследования; ЛП — лекар-
ственный препарат; ФK — фармакокинетика.

Fig. 1. Preclinical in vivo and in vitro pharmacokinetics trials at the pharmaceutical development and pre-registration stages
Note. APS, active pharmaceutical substance; PCT, preclinical trial; СT, clinical trial; PK, pharmacokinetics.

метаболизм в печени и лекарственные взаимо-
действия ДВ10. Исследования in  vitro целесооб-
разно проводить с использованием тест-систем, 
полученных от человека, нежели тест-систем 
животного происхождения. Такие исследования 
могут быть выполнены параллельно с фарма-
цевтической разработкой ЛП на субстанции ДВ.

Регистрационное досье на ЛП включает ре-
зультаты исследований in vivo всех процессов, 
происходящих с ДВ и его метаболитами в живом 
организме. Программа исследований ФК должна 
обеспечивать возможность сравнения результа-
тов, полученных в эксперименте на животных 
и человеке, а также экстраполяцию на человека 

результатов изучения ФК, полученных на живот-
ных моделях11.

Подробно объем и дизайн исследований 
фармакокинетики оригинального ЛС описан 
в Руководстве12 (рис. 2). Исследования ФК прово-
дят, как правило, на здоровых животных одного 
пола. В ряде случаев существует необходимость 
изучать ФК и на животных с моделью патологи-
ческого процесса (например, при изучении про-
тивоопухолевых ЛП).

В качестве экспериментальных моделей для ис-
следований ФК как новых, так и уже известных 
ДВ чаще всего используют крыс [26, 27], кроли-
ков [28–30], реже используют животных других 

10	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных средств для медицинско-
го применения».

11	Там же.
12	Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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видов (собак [31], обезьян [32]). При проведении 
комплексных фармакологических исследований 
допускается использование мышей, морских 
свинок и кошек13. Выбор конкретных тест-си-
стем (крысы, кролики, собаки, приматы) должен 
проводиться с учетом релевантности модели 
для конкретного ДВ [33], учитывать особенно-
сти метаболизма у разных видов животных [34] 
и отвечать требованиям дизайна планируемо-
го исследования. Например, при исследовании 
высоких доз ЛП, необходимости введения ЛП 
полностью или получения большого количества 
биологических образцов в течение длительно-
го периода времени требуется использование 
в эксперименте животного более крупного вида 
или более высокой организации [35].

Требования к количеству видов животных (не 
менее двух) при изучении оригинального пре-
парата обоснованы необходимостью выявить 

возможные межвидовые различия в ФК препа-
рата и наиболее точно экстраполировать значе-
ния ФК-параметров на человека за счет выяв-
ления общих закономерностей и различий в ФК 
веществ у экспериментальных животных [30, 36].

Минимальное количество животных в группе, 
вводимых в эксперимент,  — 5 (при реализа-
ции дизайна «одно животное  — одна точка») 
или 6 (при условии отбора проб на всех вре-
менных точках от одной особи)14. В ряде ис-
следований количество животных может быть 
увеличено [27, 37], однако, как было показано 
при проведении ретроспективной оценки ва-
риабельности параметров ФК [38], это не яв-
ляется оправданным, для изучения ФК на этапе 
ДКИ требования Руководства по проведению 
доклинических исследований лекарственных 
средств к количеству животных в группе яв-
ляются достаточными.

13	Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
14	Там же.
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Рис. 2. Возможный дизайн исследования фармакокинетики оригинального препарата

Fig. 2. Approximate design of pharmacokinetics study for original drug
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Для внесения информации в регистрационное 
досье изучение ФК проводят на животных од-
ного пола (как правило, самцах). Однако извест-
но, что такие фундаментальные ФК-параметры, 
как клиренс (CL) и объем распределения (V), мо-
гут демонстрировать половые различия у самых 
разных видов животных: крыс, мышей, кроликов, 
хомяков и др. Например, различия в метаболизме 
лекарственных веществ у самцов и самок крыс 
часто являются результатом различий в экспрес-
сии печеночных ферментов (цитохромы CYP2C11, 
CYP2C13 и CYP3A2 экспрессируются у самцов, 
тогда как CYP2C12 экспрессируется у самок) [39, 
40]. Необходимо отметить, что в ряде случаев 
установленные половые различия для животных 
не подтверждаются в клинике, однако фармакоки-
нетические данные используют для оптимизации 
дозы в других доклинических исследованиях [41].

Для оригинальных ЛП необходимо изучение 
линейности ФК, т.к. это позволяет оценить 
предсказуемость изменения концентрации ДВ 
или его основного метаболита, обладающего 
фармакологическим действием, в крови в ответ 
на изменение вводимой дозы препарата [42–45]. 
Нелинейная ФК встречается достаточно часто 
и возникает, когда концентрации ДВ превыша-
ют возможности тех биологических объектов 
(ферментов, субстрата, рецепторов), которые 
отвечают за всасывание, распределение, мета-
болизм и выведение [1].

Изучение ФК при многократном введении ЛП 
позволяет прогнозировать возможную кумуля-
цию, изменение характера выведения и уров-
ня стационарной концентрации ДВ в пределах 
интервала дозирования [46], а также оценить 
возможный вклад индукции метаболизма в из-
менение ФК [47].

Поскольку в состав ЛП помимо ДВ входят вспо-
могательные вещества, которые потенциально 

могут менять ФК ДВ, большую часть исследо-
ваний корректнее выполнять непосредствен-
но на ЛП. Если в состав ЛП введено ВВ, кото-
рое используют впервые, токсикологические 
и ФК исследования проводят в обязательном 
порядке15.

Воспроизведенный ЛП. В Решении Совета ЕЭК16 
указаны требования к представлению инфор-
мации в модуле 4 регистрационного досье 
на ЛП. В случае если воспроизведенный ЛП со-
ответствует критериям, указанным в правилах 
проведения исследований биоэквивалентно-
сти ЛП, то необходимости в определении БД 
нет. В случае если ДВ воспроизведенного ЛП 
представляет собой производное ДВ ранее за-
регистрированного ЛП, то можно представить 
литературное или экспериментальное подтвер-
ждение отсутствия изменений в ФК. Если та-
ковые отсутствуют, то такое ДВ следует рассмат-
ривать как новое оригинальное ДВ.

Таким образом, необходимо литературное 
или экспериментальное подтверждение отсут-
ствия изменений в ФК. При ДКИ воспроизведен-
ного ЛП достаточно проведения сравнительного 
исследования с оригинальным ЛП на одном виде 
животных с анализом ДВ только в крови17. Дизайн 
такого исследования приведен в таблице 2.

Гибридный ЛП. При разработке гибридного ЛП, 
как правило, происходят изменения ДВ, пока-
заний к применению, дозировки, лекарственной 
формы или пути введения по сравнению с ори-
гинальным препаратом.

Изменение ЛФ ЛП при сохранении аналогич-
ного пути введения, а также изменение ЛФ 
и пути введения влечет за собой качествен-
ное и количественное изменение состава ВВ, 
что в ряде случаев может приводить к измене-
нию ФД, ФК и профиля токсичности препарата. 
Классическим примером влияния замены ВВ 

Таблица 2. Возможный дизайн фармакокинетического исследования воспроизведенного препарата

Table 2. Approximate design of the pharmacokinetic study of generic drug

Группа 
Group

Доза и режим введения
Dose and administration

Количество животных 
Number of animals

Биоматериал, временные точки
Biological sample, time points

1 Доза 1, однократное введение воспроизведенного 
препарата 
Dose 1, generic drug single administration 6

Отбор крови на 10 временных 
точках
Blood sampling at 10 time points

2 Доза 1, однократное введение оригинального препарата
Dose 1, original drug single administration

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

15	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных средств для медицинско-
го применения».

16	Там же.
17	Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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является увеличение БД фенитоина при замене 
сульфата кальция на лактозу в капсулах, что вы-
звало вспышку отравления препаратом в 1968 г. 
в Австралии [48], более поздние исследования 
также показали несовместимость фенитоина 
с рядом ВВ, входящих в состав препарата [49].

В настоящее время взаимодействию действую-
щих веществ и ВВ уделяют пристальное внима-
ние [50, 51], однако степень, в которой эти взаи-
модействия могут изменять биодоступность ДВ, 
не во всех случаях возможно спрогнозировать 
только по результатам испытаний in vitro (напри-
мер, тест «Растворение»). В каждом конкретном 
случае это будет определяться такими фактора-
ми, как доза, терапевтический диапазон, место 
абсорбции, проницаемость и растворимость 
молекулы, а также метаболизмом, выведени-
ем, возможностью деградации в месте абсорб-
ции [52]. Для новых ЛФ гибридных препаратов 
рекомендовано проведение изучения ФК/аб-
сорбции, распределения, метаболизма и эли-
минации ДВ, поскольку при таких изменениях 

важно оценить форму фармакокинетической 
кривой и значение AUC18. Целью исследова-
ния новой ЛФ гибридного ЛП является оценка 
ее преимуществ, объем исследований анало-
гичен исследованиям воспроизведенного ЛП 
(табл.  2). Сравнивать новую ЛФ следует с уже 
существующей и оценивать относительную 
или абсолютную (при внутривенном пути введе-
ния) БД19. При изменении пути введения так же,  
как и в случае с новой ЛФ, рационально прове-
сти сравнительное изучение фармакокинетики. 
При изменении пути введения необходимо по-
лучать данные, характерные именно для нового 
пути введения: для офтальмологического пути 
введения — изучать распределение в тканях гла-
за; при создании препарата для введения в слу-
ховой проход — изучать способность проникать 
через неповрежденную барабанную перепонку, 
для интраназального введения  — оценивать 
проникновение в головной мозг, поскольку этот 
путь введения может обеспечить проникнове-
ние ДВ, минуя гематоэнцефалический барьер20.
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Рисунок подготовлен авторами / The figure was prepared by the authors

Рис. 3. Возможный дизайн исследования фармакокинетики двухкомпонентного комбинированного препарата
Примечание. ДВ — действующее вещество; ЛП — лекарственный препарат.

Fig. 3. Approximate design of pharmacokinetics study, two-component combined drug
Note. APS, active pharmaceutical substance; PK, pharmacokinetic; D, drug.

18	Косенко ВВ, ред. Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. Экспертиза отдельных групп лекарственных 
средств. М.: Типография «Миттель Пресс»; 2025. 

19	Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
20	Косенко ВВ, ред. Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. Экспертиза отдельных групп лекарственных 

средств. М.: Типография Миттель Пресс; 2025. 
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Комбинированный ЛП. При использовании новых 
фиксированных комбинаций известных ДВ, кото-
рые уже были исследованы, информация о соб-
ственных фармакокинетических исследованиях 
может отсутствовать в регистрационном досье, 
если такое решение обосновано результатами 
исследований токсичности и эксперименталь-
ных терапевтических исследований21. В случае 
комбинации зарегистрированных ДВ, которая 
не была ранее одобрена регуляторными органа-
ми в качестве комбинированной терапии, следу-
ет провести ДКИ или КИ фармакокинетических 
взаимодействий, а для комбинации, основанием 
фармацевтической разработки которой являет-
ся ФК-взаимодействие, последнее следует экс-
периментально подтвердить22. В случае если 
ДВ исследованы и охарактеризованы ранее, 
то регистрационное досье их новой фиксиро-
ванной комбинации может не содержать ре-
зультатов ДКИ и КИ по отдельности.

Документ23 оговаривает, что исследования ФК-
взаимодействия в рамках ДКИ следует прово-
дить на людях; ДКИ на животных могут быть 
проведены в случае, если нет значительных ви-
довых различий, затрудняющих экстраполяцию 
результатов.

Таким образом, для комбинированных пре-
паратов доклиническое изучение фармако-
кинетического взаимодействия в ряде слу-
чаев необходимо. Фармакокинетическое 
взаимодействие может проходить как на эта-
пе всасывания, так и на этапе распределения, 
метаболизма и выведения [53], поэтому для не-
которых комбинаций рационально определять 
ДВ не только в крови, но и в органах и тканях. 
Так, в работе [54] авторы при изучении комби-
нированного препарата Диоксазид показали, 
что комбинированное введение изониазида 
не влияет на БД диоксидина, однако наблю-
дали снижение концентрации изониазида 
в крови и увеличение его содержания в пече-
ни в сравнении с индивидуальным введением 
препарата в эквимолярных дозах. При оценке 
относительной БД и преимуществ комбини-
рованного препарата могут быть использова-
ны как субстанции ДВ комбинированного ЛП, 
так и зарегистрированные монопрепараты. 

Дизайн исследования ФК комбинированного 
ЛП приведен на рисунке 3.

Биологический ЛП. Перечень биологических 
ЛП включает широкий спектр препаратов раз-
личной природы, в связи с чем единой схемы 
проведения фармакокинетических исследо-
ваний таких ЛП не существует. В соответствии 
с Решением24 информативными являются фар-
макокинетические исследования при одно-
кратном и многократном введении ЛП, токси-
кокинетические исследования, исследования 
распределения в тканях на релевантных видах 
животных. Оценка соотношения введенного 
и элиминированного ЛП не является необходи-
мой частью исследования. Примерами изучения 
ФК биологических препаратов на этапе ДКИ мо-
гут служить работы [55–57].

В Решении отмечено, что при использовании 
белков с радиоактивной меткой важно доказать, 
что материал с радиометкой сохраняет актив-
ность и биологические свойства, эквивалентные 
таковым у немеченного вещества25. Получаемые 
данные может быть сложно интерпретиро-
вать из-за быстрого метаболизма белка in vivo 
или нестабильности связи радиоактивной метки 
с белком. 

Значимой группой биопрепаратов являются ЛП 
на основе моноклональных антител, изучению 
которых посвящено сравнительно много пуб-
ликаций. В отношении изучения их ФК авторы 
отмечают такие особенности, как возможно-
сти применения различных вариантов ВЭЖХ 
и, преимущественно, ИФА методов для анали-
за, а также длительная циркуляция этих моле-
кул в организме [58–59]. Детализация объема 
ДКИ в отношении ФК в доступных работах 
не рассмотрена. Можно привести пример 
комплексного исследования, в котором ФК яв-
лялась лишь небольшой составной частью и его 
объем (внутривенное введение мышам в одной 
дозе, по 3 животных на временную точку) мож-
но рассматривать только в аспекте первичной, 
предварительной оценки ФК нового лекар-
ственного кандидата [60].

В случае генотерапевтических ЛП (ГТЛП) необхо-
димо изучение биораспределения (персистенции26, 

21	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных средств для медицинско-
го применения».

22	Рекомендация Коллегии ЕЭК от 02.09.2019 № 25 «О Руководстве по доклинической и клинической разработке комбини-
рованных лекарственных препаратов».

23	Guideline on the investigation of drug interactions. EMA; 2012. https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/
guideline-investigation-drug-interactions-revision-1_en.pdf

24	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекарствен-
ных средств Евразийского экономического союза».

25	Там же.

https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-investigation-drug-interactions-revision-1_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-investigation-drug-interactions-revision-1_en.pdf
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CL и мобилизации27). При изучении персистенции 
допускается объединять исследования токсично-
сти при однократном введении, фармакологиче-
ской безопасности и исследования ФК28. При ис-
следовании биораспределения рекомендуется29 
провести анализ следующего набора органов 
и тканей / биологических жидкостей: головной 
и спинной мозг (шейный, грудной и поясничный 
отделы), печень, почки, легкие, сердце, селезен-
ка, надпочечники, половые железы, ткани места 
введения и кровь. При отсутствии системного 
воздействия ГТЛП перечень исследуемых органов 
может быть сокращен [61]. В случае если в иссле-
дованиях специфической активности и токсично-
сти используют различные виды лабораторных 
животных, то для оценки видовых различий и пра-
вильной экстраполяции результатов на челове-
ка биораспределение ГТЛП следует определять 
у каждого из видов, а также учитывать влияние 
модели заболевания. Продолжительность ис-
следования биораспределения определяется 
как время до полного исчезновения обнаружива-
емого сигнала или до достижения долгосрочного 
плато положительного сигнала. Следует помнить, 
что сигнал учитывают как в целевых, так и в неце-
левых органах, а продолжительность обнаруже-
ния долгосрочного сигнала является предметом 
научного рассмотрения.

Стандартных исследований ФК ЛП на основе 
соматических клеток и препаратов тканевой 
инженерии не требуется. Однако если теорети-
ческое обоснование в регистрационном досье 
на ЛП отсутствует, то необходимо изучить такие 
параметры, как жизнеспособность, долговеч-
ность, распределение, рост, дифференцировка 
и миграция клеток. В отношении соматотерапев-
тических ЛП и препаратов тканевой инженерии, 
синтезирующих активные биомолекулы, необ-
ходимо изучить распределение, продолжитель-
ность и объем экспрессии30.

Отметим, что в некоторых работах, посвящен-
ных созданию генотерапевтических и сомато-
терапевтических препаратов, рассматриваются 
различные аспекты этого процесса: вопросы ка-
чества, истории регистрации, основные направ-
ления клеточной терапии, анализируются дан-
ные об одобренных лекарственных препаратах 
клеточной терапии и тканевой инженерии, 
оцениваются проблемы и перспективы их ис-
пользования, но такие работы не содержат де-
тализации ДКИ таких препаратов в целом и ФК 
в рамках ДКИ в частности [62–65].

Биоаналогичный ЛП. Решение о необходимости 
проведения сравнительных исследований ФК 
биоаналогичных препаратов принимают в каж-
дом отдельном случае исходя из данных, полу-
ченных in vitro. Наличие потенциально значимых 
количественных различий в показателях каче-
ства между рассматриваемым биоаналогичным 
(биоподобным) и оригинальным (референтным) 
ЛП, а также значимых различий в составе ЛП 
могут быть основанием для проведения ДКИ ФК 
при условии наличия релевантных животных 
для модели in vivo31.

В случае биоаналогичных (биоподобных) препа-
ратов, как правило, проводят только одно иссле-
дование токсичности при многократном введении, 
включающее изучение токсикокинетики, опреде-
ление титров антител, перекрестной реактивности 
и нейтрализующей способности. Указанные иссле-
дования позволяют определить значимые отличия 
токсических и (или) иммунных ответов между био-
аналогичным и референтным препаратами32.

Примером сравнительных исследований био-
аналогов могут служить работы [66, 67].

Как регуляторные документы33, так и научные 
статьи [68, 69] отмечают особенности и этап-
ность исследований подобных биологических 

26	Персистенция ГТЛП  — обнаружение векторных последовательностей или продукта трансгена в течение длительного 
времени после введения препарата.

27	Мобилизация — способность вируса / вирусной последовательности выходить из латентного состояния и реактивиро-
ваться вследствие непреднамеренной репликации после комплементации.

28	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных средств для медицинско-
го применения».

29	S12 Nonclinical biodistribution considerations for gene therapy products guidance for industry. ICH; 2023. https://database.ich.
org/sites/default/files/ICH_S12_Step4_Guideline_2023_0314.pdf 

30	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных средств для медицинско-
го применения».

31	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекарствен-
ных средств Евразийского экономического союза».

32	Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных средств для медицинско-
го применения».

33	Guideline on similar biological medicinal products. EMA/CHMP/437/04. London; 2014. 
	 Guideline on similar biological medicinal products containing biotechnology-derived proteins as active substance — quality 

issues. EMA/CHMP/BWP/247713/2012. London; 2014. 
	 Guideline on similar biological medicinal products containing biotechnology-derived proteins as active substance: non-clinical 

and clinical issues. EMEA/CHMP/BMWP/42832/2005. Rev. London; 2012. 

https://database.ich.org/sites/default/files/ICH_S12_Step4_Guideline_2023_0314.pdf
https://database.ich.org/sites/default/files/ICH_S12_Step4_Guideline_2023_0314.pdf


175

Подходы к дизайну исследования фармакокинетики лекарственных средств в доклинических исследованиях...
Карлина М.В., Косман В.М., Макарова М.Н., Макаров В.Г.

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2026. Vol. 16, No. 2

препаратов, отличающие их от исследований 
воспроизведенных препаратов химической при-
роды. Решение о целесообразности проведения 
исследований in vivo принимают на основании 
результатов, полученных на предыдущих этапах 
разработки (аналитические сравнительные испы-
тания, исследования in vitro), степени значимости 
выявленных различий и характеристики класса 
разрабатываемого продукта. Исследования in vivo 
не проводят, если отсутствует соответствующая 
биологическая модель. При разработке подобных 
биологических препаратов всегда требуется про-
ведение клинических сравнительных испытаний, 
первым этапом которых являются сравнительные  
ФК/ФД-исследования, желательно в группе здо-
ровых добровольцев, а при невозможности  — 
в группе пациентов [70]. Отметим, что позиции 
доказательства биоподобия биопрепаратов 
только на основании сопоставления физико-
химического и биологического сходства [71] мож-
но противопоставить случай недостаточности та-
кой характеристики (на примере эритропоэтина) 
и целесообразности проведения сравнительных 
исследований in vivo [72].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведен обзор данных литературы и нор-
мативных документов, касающихся изучения 
фармакокинетики на доклиническом эта-
пе разработки лекарственных препаратов. 
Согласно современным требованиям данные 
по фармакокинетике должны быть включе-
ны в состав регистрационного досье. Данные 
фармакокинетических исследований, полу-
ченные на разных этапах жизненного цик-
ла лекарственного препарата, необходимы 
для оптимизации структуры молекулы, выбо-
ра оптимального пути введения и разработки 
оптимальной лекарственной формы, экстра-
поляции значений фармакокинетических 
параметров на человека, сокращения вре-
менных затрат и рисков при разработке безо- 
пасных и эффективных лекарственных средств.

Предложены дизайны исследований фармако-
кинетики на этапе скрининга молекул действу-
ющего вещества разрабатываемого лекарствен-
ного препарата, оптимизации молекул и выбора 
лекарственной формы для исследований раз-
личных групп препаратов.
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ВВЕДЕНИЕ. Процедура биовейвер на основе биофармацевтической класси-
фикационной системы (БКС) широко применяется в регуляторной практике 
при оценке биоэквивалентности воспроизведенных лекарственных препаратов 
(ВЛП). Применение процедуры биовейвер направлено на сокращение объема 
исследований in vivo при сохранении требований к качеству, безопасности 
и эффективности ВЛП. В последние годы в научной литературе активно обсу-
ждаются дополнительные аналитические и модельные инструменты, использу-
емые при оценке биоэквивалентности. Это требует четкого разграничения меж-
ду регуляторными требованиями и исследовательскими подходами, включая 
корреляции in vitro / in vivo (IVIVC), физиологически обоснованное фармакоки-
нетическое моделирование (PBPK), а также использование алгоритмов искус-
ственного интеллекта.
ЦЕЛЬ. Сравнительный анализ современных нормативных подходов к примене-
нию процедуры биовейвер на основе биофармацевтической классификацион-
ной системы, а также систематизация действующих требований, применяемых 
при оценке биоэквивалентности воспроизведенных лекарственных препаратов.
ОБСУЖДЕНИЕ. Во всех рассматриваемых регуляторных системах применение 
процедуры биовейвер нормативно ограничено активными фармацевтическими 
ингредиентами классов I и III БКС при строгом соблюдении критериев раствори-
мости и сопоставимости профилей растворения. Деление класса II на подклас-
сы IIa и IIb не закреплено ни в одном из официальных регуляторных докумен-
тов и используется исключительно в научной литературе в исследовательском 
контексте. Установлено, что такие модели, как IVIVC, PBPK и технологии искус-
ственного интеллекта, рассматриваются регулирующими органами как вспомо-
гательные научные инструменты и не имеют самостоятельного статуса доказа-
тельной базы для отказа от исследований in vivo.
ВЫВОДЫ. Результаты обзора подтверждают отсутствие принципиальных регу-
ляторных расхождений между подходами к применению процедуры биовей-
вер. Выявленные в литературе предложения по расширению ее применения 
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относятся к научной дискуссии и не отражают действующую регуляторную 
практику. Работа формирует методологически корректную основу для интер-
претации регуляторных требований и дальнейших исследований в области 
биофармацевтической оценки ВЛП.
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INRODUCTION. Biowaiver procedure based on the biopharmaceutics classification 
system (BCS) is widely used in regulatory practice when assessing the bioequiva
lence of generic medicinal products (GMPs). The use of the biowaiver is aimed at re-
ducing the rate of in vivo studies while maintaining the requirements for GMP quality, 
safety, and efficacy. Over the recent years, additional analytical and modeling tools 
used in bioequivalence assessment have been actively discussed in the scientific 
literature. This requires a clear distinction between regulatory requirements and 
research approaches, including in vitro / in vivo correlations (IVIVC), physiologically 
based pharmacokinetic (PBPK) modeling, and artificial intelligence (AI) algorithms.
AIM. This study aimed to compare the existing regulatory approaches to the appli
cation of the BCS-based biowaiver procedure, with an emphasis on current require-
ments used to assess GMP bioequivalence.
DISCUSSION. In all considered regulatory systems, the use of the biowaiver pro-
cedure is limited to active pharmaceutical ingredients (APIs), BCS classes I and III, 
with strict adherence to solubility criteria and comparability of dissolution profiles. 
The division of Class II into subclasses IIa and IIb is not stipulated in any official 
guidelines and is used exclusively in the scientific literature for the research pur-
poses. It has been established that IVIVC, PBPK models, and AI technologies are 
considered by regulatory authorities as supporting scientific tools and do not have 
independent status as an evidence base used to renounce the use of in vivo studies.
CONCLUSIONS. The findings confirm the lack of fundamental regulatory diffe
rences between approaches to the biowaiver application. Proposals for expanding 
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biowaiver practice identified in the references relate to scientific controversy 
without reflecting current regulatory practice. The work forms a methodologically 
correct basis for the interpretation of regulatory requirements and further research 
in the area of biopharmaceutical GMPs evaluation.
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из ключевых регуляторных вариантов 
применения процедуры биовейвер является 
биовейвер на основе биофармацевтической 
классификационной системы (БКС). БКС — науч-
ный подход, основанный на характеристиках 
растворимости и кишечной проницаемости ак-
тивных фармацевтических ингредиентов (АФИ). 
В соответствии с БКС действующие вещества 
подразделяются на четыре класса (I–IV) в зависи-
мости от сочетания степени растворимости (вы-
сокой или низкой) и проницаемости. Процедура 
биовейвер рассматривается в регуляторной 
практике как установленный механизм оценки 
биоэквивалентности, направленный на возмож-
ность сокращения объема исследований in vivo 
при соблюдении строго определенных условий 
и наличии предсказуемых биофармацевтиче-
ских характеристик лекарственного препарата. 
Применение подходов, основанных на БКС, осу-
ществляется национальными и региональными 
регуляторными органами в рамках действую-
щих нормативных правовых актов.

Международные организации и экспертные 
структуры в области лекарственного регули-
рования разрабатывают методические и реко-
мендательные документы, которые использу-
ются государствами и регуляторными органами 
при формировании и гармонизации националь-
ных и региональных нормативных требований; 
при этом указанные организации не наделены 
собственными регуляторными полномочия-
ми [1–5]. В соответствии с положениями нор-
мативных и методических документов меж-
дународных и региональных регуляторных 
органов (включая Управление по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-
ных средств США (Food and Drug Administration, 
FDA), Европейское агентство по лекарственным 
средствам (European Medicines Agency, EMA), 

Всемирную организацию здравоохранения 
(ВОЗ) и органы Евразийского экономическо-
го союза (ЕАЭС)) процедура биовейвер допус-
кается исключительно для пероральных лекар-
ственных форм немедленного высвобождения 
при одновременном выполнении двух обяза-
тельных условий. Первое условие заключается 
в том, что АФИ должны относиться к классу I 
или III БКС, то есть характеризоваться высокой 
растворимостью в физиологически релевант-
ном диапазоне значений pH. Второе условие 
предполагает подтвержденную сопоставимость 
профилей растворения тестируемого и рефе-
рентного лекарственного препарата в уста-
новленных средах растворения, как правило, 
при значении коэффициента подобия f2 не менее 
50. Использование альтернативной логической 
конструкции («A» или «B») при оценке примени-
мости процедуры биовейвер не соответствует 
действующим регуляторным требованиям, по-
скольку отказ от исследований in vivo возможен 
только при одновременном выполнении обоих 
условий [6–9].

Действующие нормативные и методические 
документы международных и региональных 
регуляторных органов не предусматривают 
применение процедуры биовейвер для АФИ, 
относящихся к классам II и IV БКС. Отдельные 
научные публикации, в которых рассматрива-
ется потенциальная применимость процедуры 
биовейвер для отдельных подклассов веществ 
класса II (например, IIa), отражают исследова-
тельские и теоретические подходы и не исполь-
зуются в рамках официальной регуляторной 
оценки при рассмотрении материалов, пред-
ставляемых для целей государственной реги-
страции лекарственных препаратов.

В ЕАЭС применение процедуры биовейвер регла-
ментировано нормативными правовыми актами 
Евразийской экономической комиссии (ЕЭК).  



182

Biowaiver based on the biopharmaceutical classification system: Regulatory basis and limits of scientific interpretation...
Dahma N.J., Zhilyakova E.T., Fadeeva D.A., Dahma M.J., Alrouhayyah R., Nikitin K.A.

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2026. Т. 16, № 2

В соответствии с действующими правила-
ми процедура биовейвер допускается только 
для лекарственных форм немедленного высво-
бождения и только при использовании активных 
веществ классов I или III БКС при исключении 
препаратов с узким терапевтическим индек-
сом. Таким образом, регуляторный подход ЕАЭС 
в целом согласуется с практикой FDA, EMA, ВОЗ 
и при этом реализуется в рамках собственных 
нормативных требований ЕАЭС.

Современные научные методы, включая корре-
ляции in vitro / in vivo (IVIVC), физиологически 
обоснованное фармакокинетическое модели-
рование (Physiologically based pharmacokinetic 
modelling, PBPK), а также алгоритмы анализа 
данных, в том числе с применением программ 
на основе искусственного интеллекта, исполь-
зуются в качестве вспомогательных аналити-
ческих инструментов на этапах разработки 
лекарственных препаратов и интерпретации 
экспериментальных данных. Указанные ме-
тоды в настоящее время не рассматриваются 
регуляторными органами в качестве самосто-
ятельного основания, достаточного для отказа 
от проведения исследований биоэквивалентно-
сти in vivo1 [10–12].

Цель работы  — сравнительный анализ совре-
менных нормативных подходов к применению 
процедуры биовейвер на основе биофармацев-
тической классификационной системы, а также 
систематизация действующих требований, при-
меняемых при оценке биоэквивалентности вос-
произведенных лекарственных препаратов.

Задачей исследования явился сопоставитель-
ный анализ международных, региональных 
и национальных регуляторных подходов к при-
менению процедуры биовейвер на основе БКС 
в ключевых юрисдикциях (FDA, EMA, ВОЗ, ЕАЭС). 
В отличие от ранее опубликованных сводных 
материалов, включая сравнительные обзоры 
отдельных юрисдикций, в данной статье сопо-
ставление выполнено по единому набору кри-
териев (класс БКС, требования к лекарственной 
форме, ограничения для препаратов с узким 
терапевтическим индексом, параметры испыта-
ний in vitro и условия их интерпретации), что поз-
воляет систематизировать и уточнить особенно-
сти формулировок в современных регуляторных 
документах и возможности практического при-
менения данных требований.

Материалами исследования послужили офици-
альные нормативные и методические документы 

FDA, EMA, рекомендации ВОЗ, а также норма-
тивные правовые акты ЕАЭС, регулирующие 
проведение исследований биоэквивалентности. 
Дополнительно использованы рецензируемые 
научные публикации, индексированные в биб-
лиографических базах данных (Scopus, PubMed, 
eLIBRARY.RU). Методология исследования вклю-
чала сравнительный и контент-анализ регуля-
торных требований, систематизацию критериев 
применимости процедуры биовейвер и аналити-
ческое сопоставление международной и регио-
нальной практики.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Регуляторные основания 
и институциональные особенности 
применения процедуры биовейвер
Подходы, основанные на БКС, применяются 
в практике регулирования обращения лекар-
ственных средств в качестве научно обоснован-
ного инструмента оценки допустимости отказа 
от проведения исследований биоэквивалент-
ности in vivo при регистрации воспроизведен-
ных лекарственных препаратов (ВЛП) [13–15]. 
Процедура биовейвер осуществляется в рамках 
действующих нормативных и методических до-
кументов национальных и наднациональных си-
стем регулирования обращения лекарственных 
средств, включая FDA, EMA, рекомендации ВОЗ, 
а также органов ЕАЭС. В указанных юрисдик-
циях критерии применимости процедуры био-
вейвер основаны на сопоставимых принципах 
научной оценки и направлены на обеспечение 
качества, безопасности и терапевтической экви-
валентности ВЛП.

Нормативные документы FDA и EMA устанавли-
вают обязательные требования, используемые 
при проведении экспертизы регистрационных 
материалов, тогда как документы ВОЗ носят 
рекомендательный характер и предназначены 
для методической поддержки национальных 
систем лекарственного регулирования [16–20]. 
В ЕАЭС применение процедуры биовейвер ре-
гламентировано правовыми актами ЕЭК и реа
лизуется уполномоченными национальными 
органами государств-членов в рамках еди-
ной нормативной базы ЕАЭС. Таким образом, 
при институционально сопоставимой органи-
зации научной экспертизы различия касаются 
преимущественно формы нормативного закреп-
ления и уровня детализации методических тре-
бований, не затрагивая базовые принципы при-
менения процедуры биовейвер [21–27].

1	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 65 «Об утверждении Правил проведения исследований биоэквивалентности лекар-
ственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза». 
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Применение процедуры биовейвер 
для активных фармацевтических 
ингредиентов различных классов БКС
Критерии допустимости применения процедуры 
биовейвер в регуляторной практике в целом со-
гласованы между основными регуляторными си-
стемами. FDA допускает применение процедуры 
биовейвер исключительно для АФИ классов I 
и III БКС при соблюдении установленных требо-
ваний к растворимости, профилям растворения 
и составу лекарственной формы2. EMA придер-
живается аналогичного нормативного подхода, 
разрешая применение процедуры биовейвер 
для АФИ классов I и III БКС при выполнении кри-
териев быстрой растворимости (не менее 85% 
за 30 мин в трех буферных средах), подтвер-
ждении сопоставимости профилей растворения 
с использованием коэффициента подобия f2≥50, 
а также при контроле состава вспомогательных 
веществ3. ВОЗ в своих рекомендациях также 
допускает применение процедуры биовейвер 
для лекарственных препаратов классов I и III 
БКС при строгом соблюдении условий раство-
рения и взаимозаменяемости4. В нормативно-
правовых актах ЕАЭС применение процедуры 
биовейвер регламентировано правилами про-
ведения исследований биоэквивалентности ле-
карственных препаратов5, где, аналогично FDA, 
EMA и ВОЗ, процедура биовейвер допускает-
ся исключительно для АФИ классов I и III БКС. 
В указанных правилах отсутствуют отдельные 
положения или формализованные критерии, 
касающиеся подклассов класса II БКС, включая 
подкласс IIa. Следует подчеркнуть, что такое 
отсутствие не является особенностью регулиро-
вания ЕАЭС, поскольку аналогичные подклассы 
(IIa, IIb) не используются и в официальных нор-
мативных документах FDA, EMA и ВОЗ [28–31].

Применение процедуры биовейвер 
для активных фармацевтических 
ингредиентов подкласса IIa БКС
АФИ, относимые в научной литературе к под-
классу IIa БКС, представляют интерес с точки 
зрения фармацевтической разработки и тео-
ретической оценки биоэквивалентности. В от-
личие от обобщенного класса II БКС, характери-
зующегося низкой растворимостью в широком 
диапазоне значений pH, вещества, описываемые 
как подкласс IIa, демонстрируют pH-зависимую 

растворимость с ее увеличением при физио-
логически релевантных значениях pH тонко-
го кишечника, что потенциально снижает роль 
растворения как лимитирующей стадии абсорб-
ции. Следует подчеркнуть, что деление класса 
II БКС на подклассы IIa и IIb не используется 
в официальных нормативных и методических 
документах FDA, EMA, ВОЗ, а также в рамках 
нормативно-правового регулирования ЕАЭС. 
Указанное подразделение применяется исклю-
чительно в научной литературе в исследова-
тельских целях для более детального описа-
ния pH-зависимых механизмов растворения 
и абсорбции лекарственных веществ и не имеет 
нормативного статуса. В ряде эксперименталь-
ных и обзорных работ описаны примеры фар-
макокинетического моделирования, в которых 
показатели площади под кривой «концентра-
ция–время» (AUC) и при максимальной концен-
трации (Cmax) прогнозировались на основании 
данных растворимости и абсорбции таких ве-
ществ, как кетопрофен, ибупрофен, напроксен, 
рифампицин и карбамазепин, с последующим 
сопоставлением с клиническими фармакокине-
тическими данными in vivo. Указанные исследо-
вания направлены на развитие методов прогно-
зирования и углубление понимания механизмов 
абсорбции и не рассматриваются регуляторны-
ми органами как основание для отказа от прове-
дения исследований биоэквивалентности in vivo.

В отдельных аналитических и методических 
документах ВОЗ, посвященных вопросам взаи-
мозаменяемости и оценки биоэквивалентности 
ВЛП, рассматриваются научные предпосылки 
оценки веществ класса II БКС на основе данных 
растворения in vitro6. При этом подчеркивается, 
что подобные подходы носят методологический 
и исследовательский характер и не устанавли-
вают регуляторного допуска к применению про-
цедуры биовейвер для АФИ класса II БКС. EMA 
в своих регуляторных руководствах последова-
тельно указывает, что для веществ класса II БКС 
данные растворения in vitro могут использовать-
ся исключительно в качестве вспомогательной 
информации, тогда как принятие регуляторных 
решений требует проведения исследований 
биоэквивалентности in vivo. Аналогичный под-
ход отражен и в нормативных документах FDA 
и ВОЗ, где процедура БКС-биовейвер нормативно 

2	 Waiver of in vivo bioavailability and bioequivalence studies for immediate-release solid oral dosage forms based on a 
Biopharmaceutics Classification System. FDA; 2017.

3	 Guideline on the investigation of bioequivalence. EMA/CHMP/EWP/QWP/1401/98 Rev.1/Corr, 2010. 
4	 WHO Technical Report Series № 1003. Annex 6. WHO; 2017.
5	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения исследований биоэквивалентности лекар-

ственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
6	 WHO Technical Report Series № 937. Annex 7. WHO; 2006.
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ограничена активными веществами классов I 
и III БКС. Таким образом, обсуждение возмож-
ности применения процедуры биовейвер к АФИ, 
относимым в научной литературе к подклассу 
IIa БКС, следует рассматривать исключительно 
как предмет научного анализа и перспективных 
исследований.

В научных публикациях в качестве потенциаль-
но значимых факторов рассматриваются особен-
ности профилей растворения в физиологически 
релевантных средах, сопоставимость данных 
in  vitro, отсутствие критически значимых вспо-
могательных веществ и возможность построения 
валидированных фармакокинетических моде-
лей. Однако указанные параметры не закрепле-
ны в виде нормативных критериев и не исполь-
зуются регуляторными органами при принятии 
решений об освобождении от проведения ис-
следований биоэквивалентности in vivo. В этой 
связи перспективы обсуждения подкласса IIa 
БКС связаны не с расширением действующих 
регуляторных рамок, а с накоплением и систе-
матизацией научных данных, которые в даль-
нейшем могут быть использованы для оценки 
целесообразности пересмотра или уточнения су-
ществующих подходов. В данном контексте гар-
монизация может рассматриваться не как вне-
дрение отсутствующих нормативных положений, 
а как потенциальное сближение научных под-
ходов и терминологии в рамках международно-
го экспертного обсуждения [32–36]. Указанные 
исследования направлены на развитие мето-
дов прогнозирования и не рассматриваются 
как основание для отказа от исследований in vivo 
в регуляторной практике. Фармакокинетические 
особенности подклассов IIa и IIb БКС, выделяе-
мых исключительно в научных целях, обобщены 
в таблице 1.

Метод корреляции in vitro / in vivo (IVIVC)
IVIVC представляет собой фармакокинетическую 
модель, описывающую связь между скоростью 
и степенью растворения in vitro и профилем кон-
центрации АФИ in vivo7 [37]. Исторически пер-
вые работы Л. Дж. Эдвардса (1951) и Э. Нельсона 
(1957) показали наличие связи между скоростью 
растворения аспирина и теофиллина и их фарма-
кокинетикой, что положило начало применению 
IVIVC в фармацевтической разработке [38, 39].  
В настоящее время IVIVC рассматривается 
как один из ключевых инструментов повышения 
предсказуемости и снижения затрат на прове-
дение исследований биоэквивалентности in vivo.

Значимость IVIVC напрямую зависит от класса 
вещества по БКС. Для АФИ класса I (высокая 
растворимость и проницаемость) вклад ско-
рости растворения может быть минимальным, 
если она выше скорости опорожнения желудка 
[40]. Для класса II (низкая растворимость и вы-
сокая проницаемость) именно растворение ста-
новится лимитирующим фактором абсорбции, 
поэтому IVIVC наиболее информативна и прак-
тически применима [41, 42]. Для класса III огра-
ничивающим звеном служит проницаемость 
и предсказательная ценность IVIVC ограниче-
на, а для класса IV практическая применимость 
крайне низкая [43, 44].

Официальные нормативные и методические 
документы предусматривают три уровня кор-
реляции IVIVC (табл. 2). Уровень A является 
единственным уровнем IVIVC, который при усло-
вии валидации модели может рассматриваться 
в качестве основания для замены отдельных ис-
следований биоэквивалентности in vivo, прежде 
всего для лекарственных форм с модифициро-
ванным высвобождением8.

7	 Шлыков ВС. Сравнительная оценка высвобождения in vitro / in vivo препаратов пролонгированного действия индапамида, 
триметазидина, ципрофлоксацина: дисс. … канд. фарм. наук. М.; 2011.

8	 Extended-release oral dosage forms. IVIVC Guidance. FDA; 1997. 

Таблица 1. Фармакокинетические особенности подклассов IIa и IIb биофармацевтической классификационной системы

Table 1. Pharmacokinetic features of subclasses IIa and IIb, Biopharmaceutics classification system

Подкласс
Subclass

Растворимость
Solubility

Абсорбция
Absorption

Возможность применения процедуры биовейвер
Scientific assessment of the biowaiver possibility 

IIa Низкая при pH<5, 
повышается при pH>6,5
Low at pH<5, increased at 
pH>6.5

Относительно быстрая 
при щелочном  
значении pH
Relatively fast at alkaline pH

Рассматривается в научных исследованиях 
при наличии обоснованных данных in vitro
Considered in scientific studies when valid in vitro 
data are available

IIb Высокая при pH 2–4, резко 
снижается при pH>6
High at pH 2–4, sharply 
reduced at pH>6

Нестабильная, возможна 
преципитация
Unstable, precipitation 
possible

Не рассматривается как перспективная
Not considered as promising

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors
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Уровни B и C допускается использовать ис-
ключительно в качестве вспомогательных 
научно-методических инструментов, в том 
числе для обоснования параметров фармакоки-
нетических спецификаций, однако сами по себе 
они не признаются достаточным основанием 
для отказа от проведения исследований биоэк-
вивалентности in  vivo и не применяются в рам-
ках процедуры биовейвер. Для лекарственных 
форм немедленного высвобождения вопросы 
отказа от проведения исследований биоэкви-
валентности регулируются отдельно в рамках 
процедуры БКС-биовейвер при условии высокой 
растворимости и проницаемости АФИ, а также 
сопоставимости профилей растворения (f2≥50) 
в стандартных буферных средах, используемых 
в международной регуляторной практике9.

Наибольший научный интерес IVIVC пред-
ставляет для веществ подкласса IIa БКС, ха-
рактеризующихся выраженной pH-зависимой 
растворимостью и резким ее увеличением 
при физиологически релевантных значениях pH 
(например, кетопрофен, рифампицин, карбама-
зепин). В подобных случаях валидированный 
метод IVIVC уровня A может усиливать науч-
но-методическое обоснование применимости 
процедуры биовейвер, не подменяя собой обя-
зательные регуляторные критерии [45–47].

Дополнительно в научных исследованиях могут 
использоваться биорелевантные среды (FaSSIF, 
FeSSIF, SGF) в качестве инструментов оценки 

предсказуемости абсорбции, однако их примене-
ние не относится к обязательным требованиям, 
установленным в нормативных и методических 
документах FDA, ЕАЭС, EMA и ВОЗ [45–47].

Применение искусственного интеллекта 
в процедурах биовейвер
Традиционные подходы к построению моделей 
IVIVC, основанные на аппроксимации эмпири-
ческих зависимостей между характеристика-
ми растворения АФИ in vitro и его абсорбцией 
in vivo, обладают рядом методологических огра-
ничений. В частности, такие модели ограничен-
но масштабируются при переносе между раз-
личными лекарственными формами, составами 
вспомогательных веществ и популяциями паци-
ентов, не в полной мере учитывают межинди-
видуальную фармакокинетическую вариабель-
ность и демонстрируют низкую адаптивность 
к нетипичным или pH-зависимым профилям 
высвобождения, что снижает их применимость 
при научной оценке биоэквивалентности. 
Указанные ограничения особенно выраже-
ны для АФИ, относимых в научной литературе 
к подклассу IIa БКС, для которых растворимость 
существенно возрастает при физиологически 
релевантных значениях pH и оказывает опреде-
ляющее влияние на профиль абсорбции.

В последние годы в научных исследовани-
ях обсуждается использование методов ис-
кусственного интеллекта, включая алгоритмы 
машинного обучения и глубокого обучения. 

Таблица 2. Характеристики уровней корреляции in vitro / in vivo (IVIVC)

Table 2. In vivo / in vitro correlation levels 

Уровень
Level

Описание
Description

Регуляторное значение
Regulatory significance

A

Точечная (point-to-point) корреляция между профилями 
растворения in vitro и концентрации in vivo
Point-to-point correlation between in vitro dissolution and in vivo 
concentration profiles

Допускается как полная замена in vivo 
исследований
Accepted as a complete replacement for in vivo 
studies

B

Статистическая корреляция между усредненными парамет-
рами (например, среднее время растворения и абсорбции)
Statistical correlation between averaged parameters (e.g. mean 
dissolution and absorption times)

Может использоваться как подтверждение; 
допускается EMA и ВОЗ в отдельных случаях
Can be used as confirmation; accepted by EMA and 
WHO in individual cases

C
Корреляция одного параметра in vitro с одним параметром 
in vivo
Correlation of one in vitro parameter with one in vivo parameter

Недостаточен для биовейвера
Not sufficient for biowaiver

Таблица составлена авторами по данным нормативных документов: / The table was adapted by the authors from:

1)  Extended-release oral dosage forms: Development, evaluation, and application of in vitro / in vivo correlations. FDA; 1997.
2)  Guideline on the pharmacokinetic and clinical evaluation of modified-release dosage forms (EMA/CHMP/EWP/280/96 Rev.1). EMA; 2014.
3)  Guideline on the investigation of bioequivalence (EMA/CHMP/EWP/QWP/1401/98 Rev.1/Corr). EMA; 2010. (Приложение 
по БКС-биовейверу, буферы pH 1.2/4.5/6.8, f2 ).
4)  WHO Technical Report Series № 1003. Multisource (generic) pharmaceutical products: guidelines on registration requirements to esta-
blish interchangeability. Annex 6. WHO; 2017.

	 Guideline on the pharmacokinetic and clinical evaluation of modified-release dosage forms. EMA; 2014.
9	 EMA; 2010. 
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Следует подчеркнуть, что методы искусствен-
ного интеллекта не рассматриваются как само-
стоятельные фармакокинетические модели 
и не подменяют собой IVIVC или физиологиче-
ски обоснованное фармакокинетическое моде-
лирование (physiologically based pharmacokinetic 
modeling, PBPK). Их роль заключается в выпол-
нении вспомогательной вычислительной функ-
ции, направленной на анализ, аппроксимацию 
и интеграцию многомерных зависимостей меж-
ду параметрами растворения in  vitro, характе-
ристиками лекарственной формы, физиологи-
ческими факторами и фармакокинетическими 
показателями in vivo, а также на калибровку 
и параметризацию существующих IVIVC и PBPK 
моделей. Таким образом, логика взаимодей-
ствия указанных подходов носит иерархиче-
ский характер: IVIVC и PBPK представляют собой 
фармакокинетические модели с формализо-
ванной структурой и интерпретируемыми па-
раметрами, тогда как методы искусственного 
интеллекта используются как вычислительный 
инструмент поддержки и уточнения моделиро-
вания, а не как отдельная модельная парадигма.

Подобное разграничение соответствует обще-
принятому пониманию роли методов машинного 
обучения в фармакокинетике. В ряде современ-
ных исследований показано, что нейросетевые 
модели способны прогнозировать ключевые 
фармакокинетические параметры системной 
экспозиции: максимальную концентрацию в плаз- 
ме крови (Cmax) и площадь под кривой «концен-
трация–время» (AUC)  — на основании данных 
растворения in vitro с точностью, сопоставимой 
с результатами экспериментов in vivo при усло-
вии корректной валидации и ограничения обла-
сти применения моделей. Указанные результаты 
рассматриваются исключительно в научно-ме-
тодическом контексте и направлены на повы-
шение предсказательной способности суще-
ствующих IVIVC и PBPK подходов. Интеграция 
методов искусственного интеллекта в физио-
логически обоснованное фармакокинетическое 
моделирование и научную оценку корреляции 
IVIVC расширяет аналитические возможности 
существующих моделей, в том числе при анали-
зе сложных и вариабельных профилей высво-
бождения лекарственных веществ. Применение 
таких подходов допускается исключительно 
в рамках научно-методических исследований 
и требует учета факторов, имеющих клиниче-
ское значение для оценки биоэквивалентно-
сти, включая наличие узкого терапевтического 

индекса, нелинейной фармакокинетики, статус 
пролекарства, а также особенности комбиниро-
ванных лекарственных форм.

В целях практического использования указанных 
методов в научных исследованиях и в процессе 
обсуждения регуляторных вопросов рассмат-
ривается необходимость разработки форма-
лизованных подходов к валидации моделей, 
основанных на методах машинного обучения, 
с применением общепринятых количественных 
показателей точности, таких как среднеквадра-
тическая ошибка и средняя абсолютная ошибка. 
Дополнительно предполагается использование 
структурированных наборов данных in vitro 
и in vivo, а также обеспечение анализа моделей 
в соответствии с концепцией интерпретируемо-
го искусственного интеллекта. Указанные под-
ходы отражают развитие методологии анализа 
данных и направлены на повышение предиктив-
ной обоснованности научных моделей, однако 
не изменяют и не подменяют действующие ре-
гуляторные критерии оценки биоэквивалентно-
сти и не рассматриваются регуляторными орга-
нами в качестве самостоятельного основания 
для отказа от проведения исследований биоэк-
вивалентности in vivo.

Подобные подходы находят отражение в меж-
дународных регуляторных инициативах10. В до-
кументах ведущих регуляторных организаций 
роль методов искусственного интеллекта по-
зиционируется как вспомогательный аналити-
ческий инструмент для научного сопровожде-
ния разработки лекарственных препаратов, 
при этом подчеркивается необходимость их ис-
пользования в строгих методологических и нор-
мативных границах [48–51].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение процедуры биовейвер на основе 
БКС в регуляторной практике базируется на еди-
ных нормативных принципах и формализован-
ных критериях. В официальных документах FDA 
и EMA, рекомендациях ВОЗ, а также в норма-
тивно-правовых актах ЕАЭС допустимость при-
менения процедуры биовейвер нормативно 
ограничена АФИ классов I и III БКС при строгом 
соблюдении требований к растворимости, сопо-
ставимости профилей растворения in vitro и уче-
те факторов риска для обеспечения безопасно-
сти пациентов, включая ограничения, связанные 
с лекарственной формой и характеристиками 
препарата. Установлено, что деление веществ 
класса II БКС на подклассы IIa и IIb не закреплено 

	 WHO TRS No. 1003; 2017.
10	Reflection paper on the use of Artificial Intelligence in the medicinal product lifecycle. EMA/40926/2021.
	 Artificial Intelligence/Machine learning in drug development. FDA; 2023.
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в действующих нормативных и методических 
документах FDA, EMA, ВОЗ и ЕАЭС и использу-
ется исключительно в научной литературе в ис-
следовательском и методологическом контек-
стах. В связи с этим обсуждение потенциальной 
применимости процедуры биовейвер для ве-
ществ класса II БКС относится к сфере научной 
дискуссии и не может рассматриваться как часть 
действующего нормативного регулирования 
ни в одной из анализируемых регуляторных 
юрисдикций. Показано, что современные мо-
дельные и вычислительные подходы, включая 
корреляцию IVIVC, PBPK, а также методы анали-
за данных, применяются в регуляторной практи-
ке исключительно в качестве вспомогательных 
инструментов научного обоснования при при-
нятии решений. Указанные подходы не обла-
дают самостоятельным нормативным статусом 

и не рассматриваются в качестве независимой 
доказательной базы для отказа от проведения 
исследований биоэквивалентности in vivo.

Таким образом, результаты проведенного ана-
лиза подтверждают отсутствие принципиаль-
ных регуляторных расхождений между под-
ходами к применению процедуры биовейвер 
в анализируемых юрисдикциях и подчерки-
вают необходимость строгого разграничения 
нормативно закрепленных требований и науч-
ных интерпретаций при оценке возможности 
отказа от исследований биоэквивалентности. 
Представленные выводы формируют методо-
логически корректную основу для интерпрета-
ции регуляторных документов и использования 
данных научных публикаций в области биофар-
мацевтической оценки ВЛП.
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Определение активности ванкомицина 
микробиологическими методами

	 Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

	 Кулешова Светлана Ивановна; Kuleshova@expmed.ru

ВВЕДЕНИЕ. Ванкомицин  — трициклический гликопептидный антибиотик, про-
дуцируемый Amycolatopsis orientalis. Для определения активности антибио-
тиков, получаемых путем биосинтеза, в частности ванкомицина, для которых 
не предусмотрены химические или физико-химические методы определения 
активного соединения, применяют два фармакопейных метода: метод диф-
фузии в агар (МДА) и турбидиметрический метод (ТМ). Оба метода основаны 
на угнетении роста тест-микроорганизма в соответствующих условиях экспе-
римента. Для оценки активности парентеральных препаратов, применяемых 
в виде растворов, турбидиметрический метод имеет ряд преимуществ по срав-
нению с методом диффузии в агар как более чувствительный к низким концен-
трациям, более экономичный и не требующий длительного периода времени 
для получения результатов. Государственной фармакопеей Российской Федера-
ции предусмотрен один метод определения активности антибиотиков — метод 
диффузии в агар. Ранее была разработана методика определения активности 
ванкомицина турбидиметрическим методом.
ЦЕЛЬ. Оценка результатов определения активности ванкомицина, полученных 
турбидиметрическим методом, с целью использования его в качестве альтерна-
тивного методу диффузии в агар.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Условия проведения испытания методики с исполь-
зованием МДА соответствовали условиям, приведенным в Государственной 
фармакопее Российской Федерации: тест-микроорганизм, посевная доза: 
Васillus subtilis NCTC 10400/АТСС 6633 — Becton Dickinson France S.A.S., 20 млн 
спор на 1 мл среды, для приготовления основных растворов — стерильная вода 
очищенная, растворитель для рабочих растворов — стерильный буфер № 4. Ме-
тодика ТМ теста — микроорганизм Staphylococcus aureus NCTC 7447/АТСС 6538P — 
Becton Dickinson France S.A.S., растворитель для приготовления — стерильная 
вода очищенная, растворитель для приготовления рабочих растворов  — сте-
рильный буферный раствор с рН 8,0 (заимствовано из Европейской фармакопеи). 
Использовали питательную среду, разработанную в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России для определения активности аминогликозидов. Определение активности 
проводили сравнением со стандартным образцом ванкомицина гидрохлорида 
EP CRS banth 4 для микробиологических анализов. Для испытания по каждому 
методу (МДА и ТМ) отбирали по 5 навесок с точностью до 0,0001 г испытуемого 
образца, каждую навеску анализировали в трех повторностях.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Расчет основных параметров дисперсионного анализа «непарал-
лельность» и «регрессия» результатов испытуемых и стандартных растворов 
подтвердил равноценность данных, полученных обоими методами. Сравнение 
выборочных дисперсий анализа двух методик (ТМ и МДА) по критерию Фише-
ра и по критерию Бартлетта, значению χ2 при уровне вероятности Р=95% и f=1 
и сравнение средних результатов по t-критерию Стьюдента подтвердили при-
надлежность обеих выборок к одной генеральной совокупности. Систематиче-
ская ошибка (ε) и неопределенность (δ) методики ТМ существенно выше, чем 
при применении методики МДА: ε=1,5 и 0,77%; δ=4,7 и 0,97% соответственно.
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ВЫВОДЫ. Турбидиметрический метод может рассматриваться в качестве аль-
тернативного метода определения активности ванкомицина. Однако для мини-
мизации влияния человеческого фактора и внешних условий испытания необ-
ходимо предварительно разработать стандартные операционные процедуры 
выполнения работ по методике ТМ и контролировать их соблюдение.

Ключевые слова: ванкомицин; метод диффузии в агар; турбидиметрический метод; активность 
антибиотиков
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Vancomycin Activity Assay Using 
Microbiological Methods

	 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

	 Svetlana I. Kuleshova; Kuleshova@expmed.ru

INTRODUCTION. Vancomycin is a tricyclic glycopeptide antibiotic produced by 
Amycolatopsis orientalis. To determine the activity of antibiotics obtained by bio-
synthesis, in particular vancomycin, chemical or physicochemical identification of 
the active compound is not available; instead, two pharmacopeial methods are 
used: the agar diffusion and the turbidimetric method. Both methods are based 
on inhibiting the growth of the test microorganism under the appropriate experi-
mental conditions. Turbidimetric method has several advantages over the agar dif-
fusion method for parenteral preparations used in the form of solutions, as it is more 
sensitive to low concentrations, more cost-effective and takes less time to obtain 
the results. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation (SP RF) provides 
one method for determining the activity of antibiotics — the agar diffusion method. 
Previously, turbidimetric method was developed to determine vancomycin activity.
AIM. This study aimed to evaluate the determination results of vancomycin activity 
obtained using turbidimetric method in order to use it as an alternative to the agar 
diffusion method.
MATERIALS AND METHODS. The test conditions for the method using agar diffusion 
corresponded to SP RF: test-microorganism, seed dose: Bacillus subtilis NCTC 10400/
ATCC 6633 (Becton Dickinson France S.A.S.), 20×107 spores per ml medium; purified 
sterile water for the preparation of basic solutions, sterile buffer No. 4 for process 
solutions. The turbidimetric method included Staphylococcus aureus NCTC 7447/
ATCC 6538P (Becton Dickinson France S.A.S), purified sterile water, and solvent for 
process solutions — sterile buffer solution, pH 8.0 (adapted from the European Phar-
macopoeia). A culture medium developed at the Scientific Centre for Expert Evalu-
ation of Medicinal Products was used to determine the activity of aminoglycosides. 
The activity was determined by comparing with a reference standard of vancomycin 
hydrochloride EP CRS banth 4 for microbiological analyses. For each test (agar dif-
fusion and turbidimetry), five accurately weighed samples were taken with an ac-
curacy of 0.0001 g of the test sample; each sample was analyzed in three replicates.
RESULTS. The calculated main parameters of the analysis of variance, Non-paral-
lelism and Regression of the results of the test and reference solutions, confirmed 
the adequacy of the data obtained using both methods. Comparison of the sample 
variances of the two methods (turbidimetry and agar diffusion) according to Fisher’s 
test and Bartlett’s test, the calculated value χ2 (P=95%, f=1), and comparison of 
the mean values according to the Student’s t-test confirmed that both samples 
belonged to the same general sample. The systematic error and uncertainty for 
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the turbidimetric method was significantly higher than the agar diffusion: ε 1.5% and 
ε 0.77%, δ=4.7% and δ=0.97%, respectively.
CONCLUSIONS. The turbidimetric method can be deemed as an alternative for determi
ning vancomycin activity. However, in order to minimize the influence of the human 
factor and the external study conditions, a preliminary standardization of conditions, 
with a subsequent implementation control is warranted for the turbidimetric method.

Keywords: vancomycin; agar diffusion method; turbidimetric method; antibiotic activity
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ВВЕДЕНИЕ
Ванкомицин — трициклический гликопептидный 
антибиотик, продуцируемый Amycolatopsis orien-
talis, выделен в 1953 г. Э. Корнфельдом, является 
первым антибиотиком класса гликопептидов [1]. 
Ванкомицин активен в отношении грамположи-
тельных аэробных и анаэробных микроорга-
низмов, включая метицил-резистентный золо-
тистый стафилококк и метицил-резистентный 
эпидермальный стафилококк, механизм его 
действия основан на нарушении синтеза клеточ-
ной стенки бактерий1.

В Российской Федерации зарегистрировано 
10 препаратов ванкомицина различных произво
дителей2. Ванкомицин применяется в форме 
порошка или лиофилизата для приготовления 
раствора для инфузий и приема внутрь. Перораль- 
ные препараты ванкомицина назначают для ле-
чения псевдомембранозного колита, вызванного 
Clostridium difficile3. Эффективность препаратов 
антибиотиков определяется антимикробной ак-
тивностью действующего вещества.

Ванкомицин относится к антибиотикам, получа-
емым путем биосинтеза, которые не стандарти-
зуются по активности химическими или физико-
химическими методами. Для таких соединений 
предусмотрено два фармакопейных биологиче-
ских испытания: метод диффузии в агар (МДА) 
и турбидиметрический метод (ТМ)4. МДА осно-
ван на диффузии антибиотика в чашке Петри 
через слой агаризованной питательной среды, 
которая предварительно засеяна тест-культу-
рой микроорганизма, чувствительной к иссле-
дуемому антибиотику; ТМ — на угнетении роста 

тест-микроорганизма в растворе антибиоти-
ка, помещенного в жидкую питательную среду. 
Основой обоих методов является линейная 
зависимость степени угнетения роста тест-ми-
кроорганизма от логарифма концентрации ан-
тибиотика в установленном экспериментально 
диапазоне концентраций растворов антибиоти-
ков. При определении активности антибиотика 
микробиологическими методами используется 
принцип сравнения со стандартным образцом 
(международные стандартные образцы (МСО) 
либо аттестованные по отношению к МСО), т.е. 
предполагается, что исследуемое количество 
испытуемого антибиотика вызывает такой же 
биологический эффект, как и определенное ко-
личество стандартного образца [2].

При анализе парентеральных препаратов, при-
меняемых в виде растворов, ТМ имеет ряд 
преимуществ по сравнению с МДА как более 
чувствительный к низким концентрациям, бо-
лее экономичный и не требующий длительного 
времени для получения результатов (результаты 
эксперимента по методу МДА могут быть по-
лучены не ранее 18 ч после постановки опыта). 
Методики с использованием ТМ как более эф-
фективные и экономичные активно разраба-
тываются и внедряются в фармацевтическую 
практику не только для анализа природных ан-
тимикробных соединений, но и для полусинте-
тических и синтетических антибиотиков различ-
ной химической природы [3–9].

В Государственной фармакопее Российской Фе
дерации (ГФ РФ) XIV изд. для оценки антимикроб-
ной активности антибиотиков рекомендован  

1	 Страчунский ЛС, Белоусов ЮБ, Козлова СН. Практическое руководство по антиинфекционной химиотерапии. Смоленск; 
2000–2007.

2	 https://grls.rosminzdrav.ru
3	 Ванкомицин. Справочник лекарственных препаратов Видаль. https://www.vidal.ru/drugs/molecule/1108
4	 2.7.2 Microbiological assay of antibiotics. European Pharmacopoeia. 11.8 ed. Strasbourg: EDQM; 2025. 
	 <81> Antibiotics — Microbial assays. United States Pharmacopeia. USP-NF/PF. Rockville; 2024.
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5	 ОФС.1.2.4.0010.15 Определение антимикробной активности антибиотиков методом диффузии в агар. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 

6	 Там же. 
7	 ОФС.1.1.0014.15 Статистическая обработка результатов определения фармакологической активности лекарственных 

средств биологическими методами, вып. 1. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
8	 2.7.2 Microbiological assay of antibiotics. European Pharmacopoeia. 11.8 ed. Strasbourg: EDQM; 2025.

один метод  — МДА5. В ФГБУ «НЦЭСМП» Мин
здрава России были отработаны условия опре-
деления (методика) активности ванкомицина 
с использованием ТМ, для подтверждения до-
стоверности полученных результатов необходи-
мо провести сравнительный анализ с результа-
тами метода МДА.

Цель работы — оценка результатов определения 
активности ванкомицина, полученных турбиди-
метрическим методом, с целью использования 
его в качестве альтернативного методу диффу-
зии в агар.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследований был выбран 
образец лекарственного препарата ванкомицина: 
порошок для приготовления раствора для инфу-
зий и приема внутрь, дозировка 1000 мг. Данная 
лекарственная форма представляет собой рас-
сыпку стерильной субстанции ванкомицина гид-
рохлорида. В качестве стандартного образца (СО) 
использовали СО ванкомицина гидрохлорида EP 
CRS banth 4 для микробиологических анализов 
с активностью 109620 ЕД на виалу.

Условия проведения испытания с использова-
нием метода диффузии в агар соответствова-
ли ГФ РФ6: тест-микроорганизм, посевная доза: 
Васillus subtilis NCTC 10400/АТСС 6633 — Becton 
Dickinson France S.A.S., 20 млн спор на 1  мл 
среды; питательная среда для нижнего слоя 
в чашке Петри  — 15 мл, питательная среда 
для верхнего слоя  — 7 мл, тест-культура вно-
сится только в верхний слой, растворитель 
для приготовления основных растворов — вода 
очищенная стерильная, полученная на уста-
новке Milli-Q (Merk, Германия), растворитель 
для рабочих растворов  — стерильный буфер 
№ 4. Основные растворы СО и испытуемого 
готовили с концентрацией 1000 ЕД/мл, рабо-
чие растворы: S1, U1 — 50, S2, U2 — 100 и S3, U3 — 
200 ЕД/мг. Рабочие растворы СО обозначены 
как S1, S2 и S3, рабочие растворы испытуемого — 
U1 U2, U3. На одну повторность использовали 
6  чашек Петри с питательной средой, инкуби-
рованной тест-микроорганизмом. В сформиро-
ванные с помощью стерильного стального 
сверла в толще агара 6 лунок дозатором Biohit 
вносили по 100 мкл рабочих растворов таким 
образом, чтобы растворы с максимальными 

концентрациями не соприкасались между со-
бой: S1, U3, S2, U1, S3, U2. Подготовленные чашки 
Петри с антибиотиком помещали в термостат 
Инкубатор BD-400 (Binder GmbH, Германия) 
на 18 ч и инкубировали при температуре 
36±1  °С. Через 18  ч замеряли диаметры зон 
угнетения на специальном приборе Readbiotic 
(PBI International S.p.A., Италия) c точностью 
до 0,1 мм. Статистическую обработку результа-
тов проводили в соответствии с ГФ РФ7.

Для испытания по методике с использовани-
ем турбидиметрического метода перечень 
растворителей и тест-микроорганизм исполь-
зовали в соответствии с рекомендациями 
Европейской фармакопеи8: тест-микроорга-
низм  — Staphylococcus aureus NCTC 7447/АТСС 
6538P (Becton Dickinson France S.A.S.), раство-
ритель для приготовления  — стерильная вода 
очищенная, растворитель для приготовления 
рабочих растворов  — стерильный буферный 
раствор с рН 8,0. Основные растворы стандарт-
ного и испытуемого образцов готовили так же, 
как и при испытании методом диффузии в агар. 
Эмпирически были подобраны рабочие концен-
трации растворов антибиотика 4, 6, 9 ЕД/мл  
(условия подбора  — минимизация времени ин-
кубирования и линейная зависимость «доза–эф-
фект»). Для анализа использовали жидкую пита-
тельную среду для турбидиметрии следующего 
состава: панкреатический гидролизат казеина 
6,0 г; гидролизат мяса ферментативный 1,5 г; 
дрожжевой экстракт 1,5 г; хлорид натрия 3,5 г; 
натрий фосфорнокислый двузамещенный 3,68 г; 
калий фосфорнокислый однозамещенный 1,32 г; 
вода очищенная до 1 л, рН после стерилизации 
7,2. Дополнительно в состав питательной среды 
для турбидиметрии введена глюкоза (стериль-
ный 40% раствор) в соотношении 1:400 [10].

В пробирки объемом 20 мл помещали 9 мл пи-
тательной среды, инокулированной тест-ми-
кроорганизмом, мутность микробной суспензии 
которого первоначально устанавливали по шка-
ле МакФарланда (2,7) с помощью денситомет-
ра DEN-1 McFarland Densitometer (BioSan SIA, 
Латвия), затем разводили до концентрации 
микроорганизмов ~106 КОЕ/мл стерильным бу-
ферным раствором с рН 8,0. В пробирки вно-
сили по 1 мл растворов исследуемого образца 
и растворов СО каждой концентрации в трех 
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повторностях (одна пробирка, одна концен-
трация). В качестве контрольных использова-
ли растворы с питательной средой и буфером 
(рН  8,0). Образцы инкубировали при темпера-
туре 36±1 °С в течение 5 ч в условиях постоян-
ной аэрации при перемешивании в термошей-
кере Excella E-24/24R (NEW Brunswick Scientific 
Co., США). Для прекращения роста микроорга-
низмов после завершения инкубации в каж-
дую пробирку с исследуемым образцом вво-
дили раствор формальдегида 12% (PanReac 
AppliChem, Испания) по 0,5 мл. Через 30 мин 
измеряли оптическую плотность всех исследу-
емых растворов на спектрофотометре Agilent 
8453 при длине волны 530 нм.

Статистическую обработку результатов про-
водили в соответствии с ГФ  РФ9. Способ ста-
тистической обработки данных, полученных 
по методикам МДА и ТМ, основан на модели па-
раллельных линий, требующей соблюдения ряда 
условий10: постоянное отношение двух последо-
вательных доз, линейная зависимость отклика 
(диаметр зоны угнетения в случае МДА и опти-
ческая плотность в случае ТМ) и логарифма кон-
центрации антибиотика (доза). При этом линии 
откликов для испытуемых растворов и раство-
ров СО должны быть параллельны. В обоих экс-
периментах анализы растворов СО и рабочих 
растворов ванкомицина выполняли одновремен-
но и при идентичных условиях. Для испытания 
(МДА и ТМ) отбирали по 5 навесок с точностью 
до 0,0001 г испытуемого образца, каждую навес-
ку анализировали в трех повторностях. Каждый 
полученный результат проверяли на пригодность 
методом дисперсионного анализа на платформе 
программы Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Методами ДМА и ТМ получено по пять результа-
тов активности ванкомицина. Подтверждение 
модели параллельных линий проведено пу-
тем оценки показателей «непараллельность» 
и «регрессия». На основании полученных дан-
ных рассчитаны дисперсии с использованием 
суммы квадратов источников вариации (по-
становка опыта, непараллельность, дозоза-
висимость). Значимость различий дисперсии 
оценивалась по критерию Фишера. Для оценки 

непараллельности должна быть подтвержде-
на незначимость (значение критерия Фишера 
должно быть меньше критического) при уровне 
значимости р=0,05, для оценки регрессии под-
тверждается значимость (значение критерия 
Фишера должно быть больше критического) 
при р=0,01. Результаты дисперсионного анали-
за для параметров «непараллельность» и «ре-
грессия» приведены в таблице 1.

Расчет основных показателей дисперсионного 
анализа «непараллельность» и «регрессия» ре-
зультатов, полученных для испытуемых и стан-
дартных растворов, подтвердил равноценность 
полученных данных («логарифм дозы»  — «эф-
фект» — линейная зависимость, линии регрессии, 
полученной для испытуемых рабочих растворов 
и стандартных рабочих растворов, параллель-
ны). Незначимость различий средних значений 
оценивали по критерию Стьюдента в соответ-
ствии с ГФ РФ11. Предварительно проверяли на-
личие статистически значимого различия между 
дисперсиями обеих выборок (табл. 2).

Расхождение между средними значениями ста-
тистически незначимо, полученные результаты 
можно рассматривать как принадлежащие к од-
ной генеральной совокупности. Дополнительно 
по критерию Бартлетта было подтверждено, 
что дисперсии двух выборок принадлежат к одной 
генеральной совокупности (рассчитанное значе-
ние χ2 1,17<3,84 (табличное значение) при Р=95%, 
степень свободы f=1). Следовательно, результаты 
испытаний могут использоваться равнозначно. 
Относительная неопределенность средних ре-
зультатов ε(ТМ) в случае результатов, полученных 
по методу ТМ, составляет 1,5%, что больше, чем 
ε(МДА) 0,77%. Систематическая погрешность мето-
дик, рассчитанная на основе опорного значения 
1000 ЕД/мг, в случае ТМ δ=4,7%, в случае МДА 
δ=0,97%. Результаты статистической оценки двух 
методик представлены в таблице 3.

Согласно статистическим расчетам прецизион
ность методики МДА значительно выше, чем ме-
тодики ТМ. Такие результаты свидетельствуют 
о более высокой вариабельности методики ТМ, 
что может быть связано с недостаточной отра-
боткой стандартных операций выполнения ис-
пытания, например разброс количества пробы 

9	 ОФС.1.1.0014.15 Статистическая обработка результатов определения фармакологической активности лекарственных 
средств биологическими методами, вып. 1. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 

10	ОФС.1.2.4.0010.15 Определение антимикробной активности антибиотиков методом диффузии в агар. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

	 2.7.2 Microbiological assay of antibiotics. European Pharmacopoeia. 11.8 ed. Strasbourg: EDQM; 2025. 
	 <81> Antibiotics — Microbial assays. United States Pharmacopeia. USP-NF/PF. Rockville; 2024.
11	ОФС.1.1.0013 Статистическая обработка результатов физических, физико-химических и химических испытаний, вып. 1. 

Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023. 
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при внесении инокулята в питательную среду. 
Незначительные отклонения могут существенным 
образом повлиять на конечные результаты экспе- 

римента. Минимизация отклонений может быть 
достигнута путем разработки стандартных опера-
ционных процедур и контроля их выполнения.

Таблица 1. Результаты дисперсионного анализа данных по оценке активности ванкомицина, полученных методами турбиди-
метрии и диффузии в агар

Table 1. Analysis of variance for vancomycin activity evaluation obtained by turbidimetry and agar diffusion methods

Повторности
Replicates

Турбидиметрический метод
Turbidimetric method

Метод диффузии в агар
Agar diffusion method

Значение критерия Фишера
Fisher’s t-test

Непараллельность
Non-parallelism

(р=0,05)

Регрессия
Regression
(р=0,01)

Непараллельность
Non-parallelism

(р=0,05)

Регрессия
Regression
(р=0,01)

Расчетное, 
Fвыч

Estimated, 
Fest

Табличное, 
Fтабл

Reference, 
Fref

Расчетное, 
Fвыч

Estimated, 
Fest

Табличное, 
Fтабл

Reference, 
Fref

Расчетное, 
Fвыч

Estimated, 
Fest

Табличное, 
Fтабл

Reference, 
Fref

Расчетное, 
Fвыч

Estimated, 
Fest

Табличное, 
Fтабл

Reference, 
Fref

1 0,32 4,35 446,4 8,1 10,47 4,35 554,1 8,1

2 0,09 4,35 93,7 8,1 0 4,35 582,3 8,1

3 0,62 4,35 241,2 8,1 0,05 4,35 324,8 8,1

4 1,71 4,35 1081,7 8,1 0,05 4,35 344,4 8,1

5 1,08 4,35 584,4 8,1 0,49 4,35 3235,9 8,1
Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. p — уровень значимости.
Note. p, significance value.

Таблица 2. Результаты определения активности ванкомицина, полученные методами турбидиметрии и диффузии в агар

Table 2. Results of vancomycin activity determination obtained by turbidimetry and agar diffusion methods

Повтор-
ности
Repli
cates

Турбидиметрический метод
Turbidimetric method

Метод диффузии в агар
Agar diffusion method

Активность 
ванкомицина, 

ЕД/мг
Activity of 

vancomycin, IU/mg

Среднее значение 
активности, Х, ЕД/мг

Mean activity value,  
IU/mg

(mean RSD, %)

Дисперсия 
Variance

S2

Активность 
ванкомицина, 

ЕД/мг
Activity of 

vancomycin, IU/mg

Среднее значение 
активности, Х1, ЕД/мг
Average activity value, 

IU/mg
(mean RSD, %)

Дисперсия
Variance,

S2

1 1043,2

1047,4
(1,26%) 173,4

1020,1

1009,7
(0,63%) 39,8

2 1029,6 1006,8

3 1046,6 1003,2

4 1051,5 1009,0

5 1065,0 1009,5

Проверка однородности дисперсий по критерию Фишера / Homogeneity of variance test using Fisher’s test (F), Р=0,95
S2=173,4; f=4 S1

2=39,8; f=4 F–S2 / S1
2=4,34<Fтабл/ref (9,12)

Дисперсии статистически однородны / The variances are statistically homogenous

Проверка достоверности средних значений по t-критерию Стьюдента / Significance test of mean values using Student’s 
t-test, Р=0,95
0,55<tтабл/ref (2,31)

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. RSD — относительное стандартное отклонение, P — уровень достоверности, X — среднее значение, n — объем 
выборки, s — стандартное отклонение. Отсутствие индекса — данные, полученные по методу турбидиметрии, индекс 1 — дан-
ные, полученные методом диффузии в агар.
Note. RSD, relative standard deviation; P, significance value; X, mean value; n, sample size; s, standard deviation. Index not available, data 
obtained using turbidimetric method; index 1, data obtained using agar diffusion method.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Турбидиметрический метод может рассмат-
риваться в качестве альтернативного метода 
определения активности ванкомицина. Однако 
для минимизации влияния человеческого 

фактора и внешних условий испытания необ-
ходимо предварительно разработать стандарт-
ные операционные процедуры выполнения 
работ по методике ТМ и контролировать их 
соблюдение.
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Таблица 3. Статистический анализ данных, полученных при анализе активности ванкомицина методами турбидиметрии  
и диффузии в агар

Table 3. Statistical analysis of data obtained during the analysis of vancomycin activity by agar diffusion and turbidimetric methods

Методика
Method μ f Хср/mean s Р, % tтабл/ref ∆Хср/mean εср/mean tвыч/est Fтабл/ref Fвыч/est

δ

Турбидиметрия
Turbidimetry

103 4 1047,36 13,17 95 2,78 13,17 1,5 8,99 9,12 4,34 4,7

Метод диффузии в агар
Agar diffusion

103 4 1009,72 6,31 95 2,78 7,85 0,77 3,47 9,12 4,34 0,97

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. μ — истинное значение измеряемой величины, f — число степеней свободы, Хср — среднее значение выборки, s — 
стандартное отклонение, Р — вероятность, tтабл — табличное значение критерия Стьюдента, ∆Хср — полуширина доверитель-
ного интервала среднего значения, εср — относительная неопределенность среднего результата, tвыч — вычисленное значение 
критерия Стьюдента, Fтабл — табличное значение критерия Фишера, Fвыч — расчетное значение критерия Фишера, δ — относи-
тельная величина систематической погрешности.
Note. μ, actual measured value; f, number of degrees of freedom; Xmean, sample mean; s, standard deviation; P, probability; tref , reference 
value of the Student’s t-test; ∆Xmean, half-width of the confidence interval of the mean value; εmean, relative uncertainty of the mean value;  
test, estimated value of the Student's t-test; Fref , reference value of the Fisher’s test; Fest, estimated value of the Fisher’s test; δ, relative error.
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карвона в плодах и эфирном масле тмина 
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ВВЕДЕНИЕ. Плоды тмина обыкновенного применяются для лечения синдрома 
раздраженного кишечника и диспептических расстройств благодаря их выра-
женному спазмолитическому, противомикробному и ветрогонному действию. 
Спазмолитическая активность плодов тмина обусловлена преимущественно со-
держанием эфирного масла, преобладающим компонентом которого является 
карвон. Европейской фармакопеей 11 изд. регламентируется содержание кар-
вона в эфирном масле, тогда как в Государственной фармакопее Российской 
Федерации XIV изд. стандартизация плодов тмина по содержанию карвона 
не предусмотрена.
ЦЕЛЬ. Разработка и валидация спектрофотометрической методики опреде-
ления карвона в эфирном масле плодов тмина обыкновенного; проверка ре-
зультатов спектрофотометрического определения методом газовой хромато-
графии — масс-спектрометрии.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В работе использовали плоды тмина обыкновенно-
го (Carum carvi L.) производства ООО «Фирма Здоровье» серия 031224, срок 
годности до 11.2027, стандартный образец карвона с содержанием основно-
го вещества 98,5% (Fluka), спектрофотометр UNICO 2802 (United Products & 
Instruments, Inc.), весы аналитические АДВ-200М (ГОСМЕТР), газовый хро-
матограф GC-MS QP2010 Ultra (Shimadzu), совмещенный с масс-селективным 
детектором. При спектрофотометрическом определении навески эфирного 
масла и стандартного образца карвона растворяли в 95% спирте и снимали 
оптические плотности растворов при длине волны 236 нм в кюветах с толщи-
ной слоя 10 мм. Результаты спектрофотометрической методики подтверждали 
с помощью газовой хроматографии.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Валидация спектрофотометрической методики количествен-
ного определения карвона, проведенная в соответствии с требованиями 
ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических методик» Государственной фармако-
пеи Российской Федерации XV изд., показала ее специфичность, линейность, 
прецизионность и правильность. Результаты не отягощены систематической 
погрешностью. Относительное стандартное отклонение (RSD) не превышает 
2,0%. Результаты спектрофотометрического определения карвона (75,7±0,9%) 
коррелируют с результатами анализа методом газожидкостной хроматогра-
фии (75,2±0,8%).
ВЫВОДЫ. Разработанная методика количественного определения карвона мо-
жет быть использована для стандартизации как самих плодов тмина обыкно-
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венного путем введения дополнительного критерия оценки качества его эфир-
ного масла в раздел «Количественное определение», так и эфирного масла 
тмина обыкновенного, используемого в качестве субстанции для изготовления 
лекарственных препаратов.
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Spectrophotometric Determination  
of Carvone in Caraway Fruits and Essential Oil: 
Development and Validation  
of an Analytical Procedure
1	Kazan State Medical University, 
49 Butlerov St., Kazan 420012, Russian Federation

2	 Kazan (Volga Region) Federal University, 
18/1 Kremlevskaya St., Kazan 420008, Russian Federation

	 Sergey D. Ryumin; ryumin-2000@list.ru, sergey.ryumin@kazangmu.ru

INTRODUCTION. Caraway fruits are used in the treatment of irritable bowel syn-
drome and dyspeptic disorders due to their pronounced antispasmodic, antimi-
crobial, and carminative effects. The antispasmodic activity of caraway seeds is 
primarily due to their essential oil content, with carvone being the predominant 
component. The European Pharmacopoeia 11th edition regulates the carvone 
content in essential oils, while the State Pharmacopoeia of the Russian Fede
ration XIV edition does not standardize caraway fruits based on their carvone 
content.
AIM. To develop and validate a spectrophotometric method for the quantification of 
carvone in the essential oil of caraway fruits and to verify the results of the spectro-
photometric determination using gas chromatography — mass spectrometry.
MATERIALS AND METHODS. The study utilized caraway fruits (Carum carvi L.) manu
factured by Firma Zdorovie LLC (batch 031224; expiry November, 2027), a carvone 
reference standard with a purity of 98.5% (Fluka), a UNICO 2802 spectrophotometer 
(United Products & Instruments, Inc.), ADV-200M analytical balance (GOSMETR), 
and a GC-MS QP2010 Ultra gas chromatograph (Shimadzu) coupled with a mass-
selective detector. For spectrophotometric analysis, aliquots of the essential oil and 
the carvone reference standard were dissolved in ethanol, 95% (v/v). The absorb-
ance of the solutions was measured at a wavelength of 236 nm in 10 mm path 
length cells. The results obtained by the spectrophotometric method were con-
firmed using gas chromatography.
RESULTS. Validation of the spectrophotometric method for the quantitative 
determination of carvone, carried out in accordance with the requirements of 
OFS.1.1.0012 “Validation of analytical methods” of the State Pharmacopoeia of 
the Russian Federation, XV ed., showed its specificity, linearity, precision, and ac-
curacy. The results are not affected by systematic error. The relative standard de-
viation (RSD) value does not exceed 2.0%. The results of the spectrophotometric 
determination of carvone (75.7±0.9%) correlate with the results of the gas-liquid 
chromatography analysis (75.2±0.8%).
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CONCLUSIONS. The developed analytical procedure for the quantitative deter
mination of carvone can be employed for the standardization of caraway fruits by 
introducing an additional quality parameter for their essential oil in the “Assay” sec-
tion. It is also suitable for the standardization of caraway essential oil when used as 
a substance for the manufacture of medicinal products.

Keywords: carvone; common caraway; Carum carvi; limonene; essential oil; method validation; quantitative 
determination; spectrophotometry; gas chromatography — mass spectrometry
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ВВЕДЕНИЕ
Тмин обыкновенный (Carum carvi L.)  — эфиро-
масличное растение семейства сельдерейные 
(Apiaceae). Плоды тмина обыкновенного широко 
применяются в медицине для лечения синдро-
ма раздраженного кишечника и диспептических 
расстройств благодаря их выраженным спазмо-
литическим, противомикробным и ветрогонным 
свойствам [1–3]. Спазмолитические свойства 
главным образом определяет эфирное масло 
плодов тмина, которое непосредственно влияет 
на клетки гладкой мускулатуры кишечника, рас-
слабляя и уменьшая частоту их сокращений [4, 5]. 
Эти свойства обусловлены моноциклическими 
монотерпенами — карвоном (I) [6] и лимоненом 
(II) [7], суммарное содержание которых в эфир-
ном масле тмина может превышать 90% [8, 9]. 
Спазмолитическая активность карвона выше, 
чем у лимонена [7]. Карвон действует подобно 
классическим блокаторам кальциевых каналов, 
вызывая расслабление мышц путем уменьшения 
поступления кальция внутрь клеток [7, 10].

Содержание карвона в эфирном масле регламен-
тируется Европейской фармакопеей (Ph.  Eur.) 
на уровне 50–65%, а лимонена  — 30–45%1. 
При этом в ряде публикаций было показано, 
что соотношение карвона и лимонена в эфирном 
масле плодов тмина может варьировать в широ-
ком диапазоне [11]. По мере созревания плодов 
содержание карвона возрастает на ~12%, а ли-
монена — снижается [11, 12]. Сортовая принад-
лежность также влияет на компонентный состав 
эфирного масла тмина. Так, сорт Kepron содер-
жит на ~9% больше карвона и на ~9% меньше 
лимонена, чем сорт Prochan [13]. Также большое 
влияние на накопление эфирного масла и его 
компонентный состав имеет географический 

фактор. Содержание карвона в эфирном масле 
плодов тмина, заготовленных в разных стра-
нах, варьирует от 32,6 до 95,9%, а лимонена  — 
от 1,5 до 51,3%, при этом только 5 образцов 
из 20 изученных по этим параметрам соответ-
ствовали требованиям Ph. Eur. [14]. Аналогичные 
результаты были получены и в других работах 
[14–16]: состав эфирного масла плодов тмина 
обыкновенного часто не соответствовал требо-
ваниям Ph. Eur.

Отметим, что продолжительность хранения пло-
дов тмина не влияла на состав эфирного масла. 
Однако при хранении самого эфирного масла 
в ненадлежащих условиях наблюдалось окис-
ление лимонена, а также полимеризация кар-
вона, приводящая к пожелтению эфирного мас-
ла. Данные изменения в эфирном масле можно 
предотвратить путем хранения плодов и эфир-
ного масла тмина в прохладном, защищенном 
от солнца и кислорода месте [9].

В Ph. Eur. включены как плоды тмина обык-
новенного2, так и его эфирное масло3. Плоды 
стандартизуют по содержанию эфирного мас-
ла (не менее 3%) с детектированием карво-
на методом тонкослойной хроматографии. 
Стандартизацию эфирного масла тмина прово-
дят методом газовой хроматографии, количе-
ственно определяя его основные компоненты 
(карвон, лимонен, β-мирцен, транс-дигидро-
карвон, транс-карвеол)4.

Идентификация плодов тмина, согласно тре-
бованиям Государственной фармакопеи Рос- 
сийской Федерации (ГФ РФ) XIV изд., прово-
дится путем детектирования карвона и лимо-
нена методом газожидкостной хроматографии  
(ГЖХ) с масс-спектрометрическим детектором, 

1	 01/2021:1080. Сaraway fruit. European Pharmacopeia. 11.8 ed. Strasbourg: EDQM; 2015.
2	 Там же.
3	 01/2008:1817. Сaraway oil. European Pharmacopeia. 11.8 ed. Strasbourg: EDQM; 2015.
4	 Там же.
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количественную стандартизацию проводят 
только по содержанию эфирного масла (не ме-
нее 2%)5. Таким образом, карвон выступает 
в роли маркерного соединения в качественном 
анализе плодов и эфирного масла тмина [17, 18]. 
На сайте Института фармакопеи и стандартиза-
ции в сфере обращения лекарственных средств 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России размещен 
проект фармакопейной статьи «Тмина обык-
новенного плодов масло эфирное», согласно 
которому определение хроматографического 
профиля проводится методом ГЖХ с количе-
ственным определением основных компонентов 
эфирного масла, в том числе карвона.

С учетом изложенных обстоятельств представ-
ляется актуальным дополнить стандартизацию 
плодов тмина обыкновенного по содержанию 
карвона. За счет сопряженной структуры кар-
вон способен поглощать ультрафиолетовый свет 
в диапазоне длин волн от 230 до 240 нм, макси-
мум поглощения приходится на 236 нм. При этом 
лимонен, не имеющий в своей структуре сопря-
женных двойных связей, не поглощает электро-
магнитное излучение при данных длинах волн 
[19]. Это дает возможность использовать спек-
трофотометрический метод для селективного 
определения карвона в эфирном масле тмина 
обыкновенного. Определение карвона в плодах 
тмина обыкновенного методом прямой спек-
трофотометрии перспективно для включения 
в фармакопейную статью «Тмина обыкновенного 
плоды», а также может использоваться как аль-
тернативный метод стандартизации эфирного 
масла плодов тмина обыкновенного.

Цель работы  — разработка и валидация спек-
трофотометрической методики определения 
карвона в эфирном масле плодов тмина обык-
новенного; проверка результатов спектрофото-
метрического определения методом газовой 
хроматографии — масс-спектрометрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования
Эфирное масло из плодов тмина обыкновенного 
получали методом гидродистилляции с исполь-
зованием прибора Гинзберга, навеска сырья  — 
10,0  г, время перегонки  — 2 ч. Плоды тмина 
обыкновенного (Carum carvi L.) (ООО «Фирма  
Здоровье», серия 031224, срок годности 
до 11.2027). Стандартный образец карвона с со-
держанием основного вещества 98,5% (Fluka) 
использовали для приготовления стандартных 
растворов и в методе добавок.

Оборудование
Спектрофотометр UNICO 2802 (United Products & 
Instruments, Inc.), весы аналитические АДВ-200М 
(ГОСМЕТР), газовый хроматограф GC-MS QP2010 
Ultra (Shimadzu).

Методики пробоподготовки и анализа
Методика приготовления раствора эфирного 
масла: 0,025 г (точная навеска) эфирного масла 
плодов тмина обыкновенного помещали в мер-
ную колбу вместимостью 25 мл, растворяли 
в 95% этиловом спирте и доводили до метки 
тем же растворителем (раствор А). Переносили 
0,25  мл раствора А в мерную колбу вместимо-
стью 25 мл и доводили объем раствора до метки 
тем же растворителем (раствор B).

Методика приготовления раствора карвона:  
0,02 г (точная навеска) карвона помещали в мер-
ную колбу вместимостью 25 мл, растворяли 
в 95% этиловом спирте и доводили до метки 
тем же растворителем (раствор C). Переносили 
0,2 мл раствора C в мерную колбу вместимостью 
25 мл и доводили объем раствора до метки тем 
же растворителем (раствор D).

Методика приготовления 7 растворов карвона 
для оценки линейности: 0,02 г (точная навес-
ка) карвона помещали в мерную колбу вме-
стимостью 25 мл, растворяли в 95% этиловом 
спирте и доводили до метки тем же раствори-
телем (раствор C). В 7 мерных колб вместимо-
стью 25 мл вносили аликвоты по 0,16, 0,18, 0,20, 
0,22, 0,24, 0,26 и 0,28 мл раствора C и доводили 
объемы растворов до метки тем же раствори-
телем (раствор D).

Оптическую плотность растворов B и D измеря-
ли при длине волны 236 нм в кюветах с толщи-
ной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения 
использовали 96% этиловый спирт.

Содержание карвона в эфирном масле (мг/г) рас-
считывали по формуле  (1). Открываемость (%) 
рассчитывали из отношения «найдено  : введе-
но» по формуле (2).

	
mнд = ,

Ax × aст × bx × P × 1000

Aст × ax × bст × 100 	
(1)

	
R = ,

mнд × 100
mвв 	

(2)

где Ax и Aст — оптическая плотность исследуемо-
го и стандартного растворов соответственно; 
aст — навеска карвона для приготовления стан-
дартного раствора, г; ax  — навеска эфирного 

5	 ФС.2.5.0098.18 Тмина обыкновенного плоды. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 
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масла для приготовления раствора, г; bx — раз-
ведение эфирного масла; bст — разведение кар-

вона, где b = b = ,
Vколбы

Vпипетки
, R  — чистота карвона, где 

mBB  — содержание карвона в эфирном масле 
плодов тмина обыкновенного, мкг.

Методика приготовления растворов карвона  
для построения калибровочной зависимости 
с использованием метода газовой хроматографии 
с масс-спектрометрическим детектированием 
(ГХ-МС): 0,25 г (точная навеска) карвона помеща-
ли в мерную колбу вместимостью 25 мл, раство-
ряли в хлороформе и доводили до метки тем же 
растворителем (раствор E). В 7 мерных колб вме-
стимостью 5 мл вносили аликвоты по 0,50, 0,75, 
1,00, 1,25, 1,50, 1,75 и 2,00 мл раствора E, 0,50 
мл стандартного раствора нонана в хлорофор-
ме (С=15 мг/мл) и доводили объемы растворов 
до метки тем же растворителем (раствор F).

Методика приготовления образцов масла тмина 
для метода ГХ–МС: в мерные колбы объемом 5 мл 
вносили по 0,0175 г (точная навеска) масла тмина, 
0,5 мл стандартного раствора нонана в хлоро-
форме (С=15 мг/мл) и доводили до метки хлоро-
формом (раствор G).

ГХ–МС проводили с помощью газового хрома-
тографа GC-MS QP2010 Ultra (Shimadzu), совме-
щенного с масс-селективным (МС) детектором, 
при следующих условиях: капиллярная колон-
ка BP-1 (длина 60 м, диаметр 0,25 мм, толщи-
на пленки 0,5 мкм) с запрограммированной 
температурой термостата от 70  °С в течение 
2 мин, затем повышена до 200  °С со скоростью 
10  °С/мин, выдерживалась при конечной темпе-
ратуре 15 мин. Общее время работы — 30 мин; 
давление — 355,7 кПа; температура инжектора — 
200  °С; режим введения — 0,2 с делением потока 
1:50; объем образца  — 1 мкл; температура де-
тектора — 220  °С; газ-носитель — гелий. Условия  
МС детектирования: температура ионного источ-
ника — 210  °С; ионизация электронами — 70 эВ; ре-
жим сбора данных — сканирование (m/z 45–500).  
Пики на хроматограммах идентифицировали 
с использованием программы GC-MS Solution real 
time analysis, а также путем сравнения экспери-
ментальных значений индексов Ковача с ука-
занными в литературе [20–24]. Индексы Ковача 
рассчитывали относительно времени удержива-
ния стандартной серии алканов С8–С17 в экспе-
риментальных условиях хроматографического 
разделения компонентов эфирного масла тмина.

Калибровочную зависимость для определения 
количественного содержания карвона в эфирном 
масле тмина обыкновенного методом ГХ–МС 
строили в координатах отношения интегральной 
интенсивности сигнала (площади под сигналом) 
карвона к интегральной интенсивности сигна-
ла нонана от концентрации карвона: (Акарвон/
Анонан)=f(Cнонан). В выбранном диапазоне концен-
траций карвона (1–4 мг/мл) калибровочная за-
висимость носила линейный характер (R2=0,998).

Статистическую обработку результатов экспе-
римента проводили в соответствии с ГФ РФ6, ис-
пользуя программу Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Валидационную оценку методики количествен-
ного определения содержания карвона в эфир-
ном масле тмина проводили по показателям: 
специфичность, линейность и аналитическая 
область методики, прецизионность и правиль-
ность в соответствии с требованиями ГФ РФ7.

Специфичность методики определяли, реги-
стрируя спектры поглощения электромагнит-
ного излучения спиртовых растворов карвона 
в концентрации 6,4 мкг/мл и спиртового раство-
ра эфирного масла, полученного из плодов 
тмина обыкновенного с содержанием карвона 
7,6 мкг/мл (рис. 1). Максимум поглощения кар-
вона и эфирного масла наблюдается при длине 
волны 236 нм. Таким образом, предлагаемая ме-
тодика количественного определения карвона 
в эфирном масле плодов тмина обыкновенного 
валидна по показателю «специфичность».

Линейность и аналитическую область мето-
дики устанавливали путем статистической 
обработки выборки, полученной в результате 
количественного определения 7 модельных 
проб (растворы D) на 7 уровнях концентрации 
в диапазоне 70–130% от количества карвона, 
принятого за 100% (7,24 мкг в 1 мл раствора). 
Определение проводили в трех повторностях. 
Зависимость «оптическая плотность : концен-
трация карвона, мкг/мл» имеет линейный ха-
рактер и описывается уравнением: y=ax+b, где 
а=0,0607, b=0,0058. Рассчитанное значение ко-
эффициента линейной корреляции r составляет 
0,9995, что отвечает условию r≥0,99 и позволя-
ет сделать заключение о валидности по пока-
зателям линейность и аналитическая область 
методики в диапазоне концентраций карвона 
от 5,26 до 9,21 мкг/мл.

6	 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

7	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
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8	 ОФС.1.1.0013 Статистическая обработка результатов физических, физико-химических и химических испытаний. Государ-
ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

Прецизионность предложенной методики 
оценивали по повторяемости (сходимости) 
на 9 пробах на трех уровнях концентраций, 
входящих в диапазон построенной линейности. 
Однородность выборки проверяли с помощью 
Q-критерия8. Содержание карвона в образцах 
находилось на уровне 757,4±8,5%. Рассчитанные 

значения Qi меньше табличного Qтабл=0,46 (n=9, 
P=95%), стандартное относительное отклонение 
составило 1,5%, относительная ошибка средне-
го — 1,1%, что свидетельствует о прецизионно-
сти методики в условиях повторяемости.

Правильность предложенной методики прове-
ряли методом добавок. Для этого к аликвоте 
раствора эфирного масла c содержанием кар-
вона 4,84 мкг/мл, принятого за 100%, добавля-
ли точно известное количество карвона в ко-
личестве 25, 50 и 75% от найденного значения 
карвона в эфирном масле тмина обыкновенно-
го. Определение проводили в трех повторно-
стях для каждой концентрации. Рассчитанные 
и найденные значения карвона в эфирном масле 
с добавками карвона близки, открываемость со-
ставила 99,82±0,38%, стандартное относитель-
ное отклонение — 0,5%, относительная ошибка 
среднего — 0,4%, что позволяет считать предла-
гаемую методику валидной по показателю  
«правильность».

В ходе ГЖХ-анализа в образцах эфирного мас-
ла плодов тмина обыкновенного было обнару-
жено 5 компонентов (табл. 1, рис. 2). Основными 
компонентами эфирного масла являются кар-
вон (75,2±0,8%) и лимонен (около 23,6±0,8%). 
Результаты спектрофотометрического опреде-
ления карвона (75,7±0,9%) коррелируют с ре-
зультатами ГЖХ-анализа.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
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Рис. 1. УФ-спектры спиртовых растворов карвона (1) и 
эфирного масла из плодов тмина обыкновенного (2)

Fig. 1. UV spectra of alcohol solutions of carvone (1), essential oil 
from the fruits of caraway (2)

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Хроматограмма эфирного масла тмина (метод газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектировани-
ем). 1 — лимонен; 2 — карвон; 3 — перилловый альдегид; 4 — анетол; 5 — кариофиллен

Fig. 2. Chromatogram of caraway essential oil obtained using gas chromatography method with mass spectrometric detection. 1, 
limonene; 2, carvone; 3, perillaldehyde; 4, anetole; 5, caryophyllene
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ВЫВОДЫ
1.  Разработана спектрофотометрическая ме-
тодика определения карвона в эфирном масле 
плодов тмина обыкновенного.

2.  Проведена валидационная оценка методики 
спектрофотометрического определения карвона 
в эфирном масле плодов тмина обыкновенного. 
Систематическая ошибка отсутствует, предло-
женная методика валидна по показателям: спе-
цифичность, линейность и аналитическая об-
ласть методики, прецизионность и правильность.

3.  Результаты спектрофотометрического опре-
деления карвона (75,7±0,9%) коррелируют с ре-
зультатами ГЖХ-анализа (75,2±0,8%).

4.  Определение карвона в плодах тмина 
обыкновенного методом прямой спектро-
фотометрии в дальнейшем можно включить 
в фармакопейную статью «Тмина обыкновен-
ного плоды», а также использовать как аль-
тернативный метод стандартизации эфирного 
масла плодов.
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Таблица 1. Компонентный состав эфирного масла тмина по данным газовой хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием (ГХ-МС)

Table 1. Composition of caraway essential oil identified by gas chromatography with mass spectrometric detection (GH-MS)

Номер пика
Peak number

Время удерживания, мин
Retention time, min

Название соединения
Name

Индекс Ковача
Kovacs index

С, масс%*
C, mass%*

С, масс%**
C, mass%**

1 9,403 Лимонен
Limonene

1030 [20]

23,6±0,8 –
1030 Эксперимент

Experiment

2 12,635 Карвон
Carvone

1230 [21]

75,5±0,9 75,2±0,8
1230 Эксперимент

Experiment

3 13,115 Перилловый альдегид
Perillaldehyde

1262 Эксперимент
Experiment 0,27±0,04 –

1263 [22]

4 13,246 Анетол
Anetole

1271 Эксперимент
Experiment 0,52±0,06 –

1270 [23]

5 15,685 Кариофиллен
Caryophyllene

1442 [24]

0,15±0,02 –
1442 Эксперимент

Experiment
Таблица составлена авторами по собственным данным и данным литературы / The table was prepared by the authors using their own data and 
literature data

Примечание. С, масс%* — значения массовых концентраций рассчитаны по данным ГХ-МС по полному ионному току (метод 
внутренней нормализации); С, масс%** — значения массовых концентраций определены по данным ГХ-МС по калибровочной зави-
симости для стандартных образцов (метод абсолютной калибровки).
«–» — отсутствие значений.
Note. C, mass%*, mass concentration values calculated according to the GC-MS data (internal normalization method); C, mass%**, mass 
concentration values determined according to the GC-MS data (absolute calibration method).
 “–“, missing values.
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Определение гербицида дикамба 
в лекарственном растительном 
сырье: разработка селективной 
хроматографической методики

	 Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение 
высшего образования «Санкт-Петербургский государственный  
химико-фармацевтический университет»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
ул. Проф. Попова, д. 14, Санкт-Петербург, 197022, Российская Федерация

	 Александров Марк Антонович; mark.aleksandrov@spcpu.ru

ВВЕДЕНИЕ. Содержание пестицидов в лекарственном растительном сырье 
по российскому законодательству регламентируется ОФС.1.5.3.0011 «Определе-
ние содержания остаточных пестицидов в лекарственном растительном сырье 
и лекарственных растительных препаратах» Государственной фармакопеи Рос-
сийской Федерации XV изд. (ГФ РФ). Остаточные количества пестицидов — один 
из показателей безопасности лекарственного растительного сырья. В ГФ РФ 
даны нормы по содержанию 65 подобных соединений, однако рынок ядохимика-
тов активно расширяется (рост составляет не менее 10% в год), и не все использу-
ющиеся соединения подлежат контролю при установлении качества продукции. 
Особый интерес представляют ядохимикаты, которые интенсивно применяются 
в сельском хозяйстве для уничтожения сорной растительности, — гербициды, со-
держащие, в частности, производное хлорбензойной кислоты дикамбу (3,6-ди-
хлор-2-метоксибензойную кислоту). Дикамба используется в составе препаратов 
для борьбы с сорной растительностью «Линтур» и «Диален Супер».
ЦЕЛЬ. Разработка селективной методики определения гербицида дикамба 
в лекарственном растительном сырье эхинацеи пурпурной для последующего 
введения в фармакопейные нормы.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Стандартный образец дикамбы (Kit-54, pesticide 4-4600, 
PolуScience Corporation), растительный объект — эхинацея пурпурная сорта «Ли-
вадия», выращенная из семян (срок годности до 06.2028, ООО «Аэлита»), гербицид-
ная смесь — «Линтур», содержащая дикамбы — 659 г/кг, триасульфурона — 41 г/кг 
(ООО «Зеленая Аптека Садовода»). Исследования методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) 
проводили на модульном жидкостном хроматографе Agilent Technologies 1260 
Infinity, детектор — тандемный масс-спектрометр Agilent Technologies 6420 Triple 
Quad LS/MS, исследования методом газовой хроматографии с масс-спектро-
метрическим детектором (ГХ-МС) проводили на газовом хроматографе, детек-
тор — моноквадрупольный масс-спектрометр QP-2020 (Shimadzu). Хроматограм-
мы и масс-спектры, полученные в ВЭЖХ-МС/МС исследованиях, анализировали 
в базах данных Agilent MassHunter Quantitative Analysis B.06.00, хроматограммы 
ГХ-МС исследования анализировали в программе Аgilent G1710 MSD Data Analysis 
ChemStation. Масс-спектры, полученные методом ГХ-МС, анализировали по биб-
лиотекам NIST MS Search Program 17.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Разработана методика количественного определения гербицида 
дикамба в лекарственном растительном сырье методом ВЭЖХ-МС/МС, прове-
дена оценка валидационных параметров (пригодность хроматографической 
системы, специфичность, линейность, правильность, прецизионность), изучена 
возможность применения метода ГХ-МС без/с дериватизацией силилировани-
ем. Рассчитано предельно допустимое значение содержания гербицида дикам-
ба в лекарственном растительном сырье, сделан вывод о несоответствии сырья 
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эхинацеи пурпурной, выращенной с применением данного гербицида, фарма-
копейным требованиям.
ВЫВОДЫ. Показана пригодность методики ВЭЖХ-МС/МС и непригодность ме-
тода ГХ-МС для количественного определения дикамбы в лекарственном рас-
тительном сырье. Разработанная методика может быть предложена в качестве 
основной для определения дикамбы в лекарственном растительном сырье 
«трава» для включения в фармакопейные требования.

Ключевые слова: гербициды; дикамба; производные хлорбензойной кислоты; примеси; лекарственное 
растительное сырье; высокоэффективная жидкостная хроматография; масс-спектрометрия; ВЭЖХ-МС/МС; 
газовая хроматография; ГХ-МС; хроматографические методы; эхинацея пурпурная; контроль качества; 
фармакопея
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Quantitation of Dicamba Herbicide in 
Pharmaceutical Raw Materials: Developing 
a Selective Chromatographic Method

	 Saint Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University, 
14 Prof. Popov St., St. Petersburg 197022, Russian Federation

	 Mark A. Aleksandrov; mark.aleksandrov@spcpu.ru

INTRODUCTION. The content of pesticides in pharmaceutical raw materials is 
regulated by the Russian legislation, namely General pharmacopoeial monograph, 
OFS.1.5.3.0011 Determination of Residual Pesticides in Pharmaceutical Raw Mate
rials and Medicinal Plant Preparations of the State Pharmacopoeia of the Russian 
Federation, XV edition (SP RF). Residual pesticides are one of safety parameters for 
medicinal plant raw materials. SP RF stipulates the content of 65 compounds; how-
ever, the pesticide market is actively expanding (at least 10% per year), while not 
all compounds used are subject to quality control. Pesticides widely used in agricul-
ture to control weeds, such as dicamba (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid), a deri- 
vative of chlorobenzoic acid, are of particular interest. Dicamba is used to produce 
Lintur and Dialen Super, formulations for weed eradication.
AIM. This study aimed to develop a selective identification method for dicamba 
herbicide in the pharmaceutical raw materials of Echinacea purpurea for its sub-
sequent introduction into pharmacopoeial standards.
MATERIALS AND METHODS. The study used a reference standard of dicamba 
(Kit-54, pesticide 4-4600, Polycience Corporation); the pharmaceutical raw material 
Echinacea purpurea, Livadia strain, cultivated from the seeds (seed manufacturer Aelita, 
Russia, best before 06/2028); and herbicide mixture Lintur, active substance dicamba 
659 g/kg and triasulfuron 41 g/kg, (Gardener’s Green Pharmacy Co. Ltd.). High-per-
formance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) was 
performed on Agilent Technologies 1260 Infinity modular liquid chromatograph with 
Agilent Technologies 6420 Triple Quad LS/MS tandem mass spectrometer; gas chro-
matography-mass spectrometry (GC-MS) was performed on a gas chromatograph con-
nected to QP-2020 monoquadrupole mass spectrometer (Shimadzu). Chromatograms 
and mass spectra obtained using HPLC-MS/MS were analyzed in Agilent MassHunter 
Quantitative Analysis B.06.00 databases, GC-MS chromatograms — in Аgilent G1710 
MSD Data Analysis ChemStation. NIST MS Search Program 17 Mass Spectral Library 
was used to analyze mass spectra obtained by GC-MS.
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RESULTS. We developed an assay method of dicamba herbicide in pharmaceutical 
raw materials using HPLC-MS/MS and evaluated the validation parameters (chroma-
tographic system suitability, specificity, linearity, accuracy, and precision). The pos-
sibility of using GC-MS method with/without silylation was examined. The max-
imum permissible value of dicamba herbicide in pharmaceutical raw materials was 
calculated, and it was concluded that Echinacea purpurea raw materials cultivated 
using this herbicide do not meet the compendial requirements.
CONCLUSIONS. The findings demonstrate suitability of the HPLC-MS/MS method 
and the inadequacy of the GC-MS method, both with and without derivatization, for 
dicamba quantitation in the pharmaceutical raw materials. The developed proce
dure can be offered as the main method used to quantify dicamba in the pharma-
ceutical raw materials to be included in the compendial requirements.

Keywords: herbicides; dicamba; chlorobenzoic acid derivatives; pharmaceutical raw materials; high-performance 
liquid chromatography; mass spectrometry; HPLC-MS/MS; gas chromatography-mass spectrometry; GC-MS; 
chromatographic methods; Echinacea purpurea; quality control; pharmacopoeia
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ВВЕДЕНИЕ
Содержание пестицидов в лекарственном расти-
тельном сырье (ЛРС), согласно российскому зако-
нодательству, регламентируется ОФС.1.5.3.0011 
«Определение содержания остаточных пести-
цидов в лекарственном растительном сырье 
и лекарственных растительных препаратах» 
Государственной фармакопеи Российской 
Федерации XV изд. (ГФ РФ). Остаточные коли-
чества пестицидов — один из показателей без-
опасности лекарственного растительного сырья, 
в ГФ РФ даны нормы по содержанию 65 подоб-
ных соединений.

Рынок ядохимикатов активно расширяется, 
по статистическим данным, в 2024 г. российски-
ми предприятиями было выпущено 135  247 тонн 
гербицидов, что более чем на 10% превышает 
показатели 2022 г.1 Однако стандарты качества 
ЛРС обновляются с задержкой, и в ГФ РФ вклю-
чены нормы содержания и методы исследова-
ния не на все ядохимикаты, которые использу-
ются в сельском хозяйстве.

Особый интерес представляют ядохимикаты, 
которые повсеместно применяют при выра-
щивании растений, в частности, содержащие 
производное хлорбензойной кислоты дикамбу 
(3,6-дихлор-2-метоксибензойную кислоту, (I)). 
Дикамба входит в состав препаратов для борьбы 
с сорной растительностью «Линтур» и «Диален 
Супер».

OH
CH3

OCl

Cl
O

(I)

Ряд исследователей указывают на потенциаль-
ную опасность дикамбы как вещества, повы-
шающего риск возникновения онкологических 
заболеваний [1–3]. Нельзя не отметить, что воз-
можность определения остаточных количеств 
дикамбы в сельскохозяйственных продуктах ак-
тивно изучается за рубежом в последние годы 
[см., например, 4, 5].

Как было показано ранее, разработанная еще 
в 1971 г. спектрофотометрическая методика ко-
личественного определения дикамбы в лекар-
ственном растительном сырье не удовлетворяет 
современным требованиям ГФ РФ по показате-
лям специфичности (длина волны определения 
280 нм не является селективной в силу того, 
что в этой области электромагнитного спектра 
поглощаются молекулы многих ароматических 
соединений а также соединения, содержащие 
карбонильную группу) и линейности (коэффици-
ент корреляции, равный 0,83, меньше критерия 
приемлемости — от 0,99 до 1,00) [6].

Цель работы  — разработка селективной мето-
дики определения гербицида дикамба в лекар-
ственном растительном сырье для последующе-
го введения в фармакопейные нормы.

1	 Инсектициды и пестициды (рынок России). https://www.tadviser.ru/index.php/Статья:Инсектициды_и_пестициды_%28ры-
нок_России%29

https://www.tadviser.ru/index.php/<0421><0442><0430><0442><044C><044F>:<0418><043D><0441><0435><043A><0442><0438><0446><0438><0434><044B>_<0438>_<043F><0435><0441><0442><0438><0446><0438><0434><044B>_%28<0440><044B><043D><043E><043A>_<0420><043E><0441><0441><0438><0438>%29
https://www.tadviser.ru/index.php/<0421><0442><0430><0442><044C><044F>:<0418><043D><0441><0435><043A><0442><0438><0446><0438><0434><044B>_<0438>_<043F><0435><0441><0442><0438><0446><0438><0434><044B>_%28<0440><044B><043D><043E><043A>_<0420><043E><0441><0441><0438><0438>%29
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлась гербицидная 
смесь «Линтур», содержащая дикамбу — 659 г/кг, 
триасульфурон — 41 г/кг (ООО «Зеленая Аптека 
Садовода»). Для построения градуировочных 
графиков использовался стандартный образец 
дикамбы (Kit-54, pesticide 4-4600, PolуScience 
Corporation, lot № 53449).

Гербицидную смесь применяли при выращива-
нии эхинацеи пурпурной сорта «Ливадия» из се-
мян (ООО «Аэлита», срок годности до 06.2028) 
на двух участках в Выборгском районе 
Ленинградской области площадью по 10 м² каж-
дый со слабощелочными почвами и достаточным 
освещением. На участке № 1 культивирование 
проводили с применением гербицида, на участке 
№ 2, расположенном от первого на расстоянии 
5 м,  — без его применения. Для борьбы с сор-
няками на участке № 2 применяли регулярную 
ручную прополку.

Жидкостную хроматографию проводили с по-
мощью прибора с автоматическим дозировани-
ем Agilent Technologies 1260 Infinity с тандем-
ным масс-спектрометром Agilent Technologies 
6420 Triple Quad LS/MS, предколонка — UHPLC 
Guard 3PK InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 2,1 мм 
1.9 Micron, колонка — Desc: Kinetex® 2,6 мкм C18 
100 Å, Size: LC Column 100×2,1 мм, температура 
колонки — 40 °С, подвижная фаза — A: 5% ацето-
нитрил, B: 95% H2O с 0,1% муравьиной кислотой, 
объем пробы — 5 мкл.

Газохроматографический анализ проводили 
с помощью хроматографа с автоматическим 
дозированием, снабженного моноквадруполь-
ным масс-спектрометром QP-2020 (Shimadzu), 
капиллярной колонкой неполярной длиной 30 
м, внутренним диаметром 0,25 мм и толщиной 
слоя неподвижной фазы ((5%-фенил)-метил-
полисилоксан) 0,25 мкм, газ-носитель  — гелий, 
объем пробы — 1 мкл, скорость потока 0,8 мл/
мин, постоянный поток; температура инжек-
тора 70  °С. Силилирование образцов при про-
ведении анализа ГХ-МС: в виалы с 1 мл анали-
зируемых стандартных образцов добавляли 
избыток силилирующего агента — 0,2 мл смеси, 
состоящей из 99% N,O-бис(триметилсилил)три-
фторацетамида и 1% триметилхлорсилана [5]. 
Масс-спектры, полученные методом ГХ-МС, ана-
лизировали по имеющимся библиотекам NIST 
MS Search Program 17.

Градуировочные графики для количественного 
определения дикамбы методами ГХ-МС и ВЭЖХ-
МС/МС строили с использованием раство-
ров стандартного образца, полученных путем 

растворения точной навески в 100 мл этилового 
спирта 96%. Для исследования методом ВЭЖХ-
МС/МС были получены растворы с концентраци-
ями: 0,15; 0,10; 0,08; 0,05; 0,04; 0,02 мг/мл; для ис-
следований ГХ-МС использовались растворы: 
0,040; 0,020; 0,010; 0,008; 0,005; 0,004 мг/мл.

Подготовку образцов ЛРС эхинацеи пурпур-
ной, выращенной с применением дикамбы, 
проводили по следующей методике: около 5 г 
(точная навеска) ЛРС помещали в стакан емко-
стью 200 мл, добавляли 50 мл воды очищенной, 
подщелачивали раствором натрия гидроксида 
30% до рН=8 (рН определяли по универсаль-
ной индикаторной бумаге). Дважды настаива-
ли по 1 ч при периодическом перемешивании. 
Объединенную водную вытяжку подкисляли 
раствором хлористоводородной кислоты 10% 
до рН=6 и экстрагировали трижды порциями 
хлороформа по 25 мл. Объединенные хлоро-
формные извлечения высушивали, сухой оста-
ток растворяли в 10 мл 96% этилового спирта. 
Основным критерием качества пробоподготов-
ки являлся максимальный выход целевой моле-
кулы гербицида.

Расчет пределов допустимого содержания оста-
точных пестицидов в лекарственном раститель-
ном сырье (ПДСОПЛРС) эхинацеи пурпурной про-
водили по формуле (1):

	
ПДСОПЛРС = ,

ДСП × М
МСД × 100 	

(1)

где ПДСОПЛРС  — предел допустимого содержа-
ния остаточных пестицидов в лекарственном 
растительном сырье; ДСП  — допустимое су-
точное потребление вещества, мг/кг; М — масса 
тела человека, кг (60 кг); МСД — суточная доза 
лекарственного растительного сырья, кг; 100  — 
фактор потребления.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На хроматограммах растворов стандартного 
образца дикамбы, полученных методом ГХ-МС,  
пик, соответствующий нативной молекуле, 
не идентифицирован (рис. 1). Согласно биб-
лиотеке масс-спектров пик со временем удер-
живания 4,6 мин соответствует 2,5-дихлорфе-
нолу, 5,2 мин  — 2,5-дихлорметоксибензолу, 
7,0 мин — метиловому эфиру дикамбы. Все эти 
соединения образуются в результате термиче-
ской деградации дикамбы в инжекторе хрома-
тографа. Определение гербицида по нативной 
молекуле в данном случае невозможно из-за 
отсутствия стандартных образцов продуктов 
деградации.
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ОФС.1.5.3.0011 «Определение содержания оста-
точных пестицидов в лекарственном раститель-
ном сырье и лекарственных растительных пре-
паратах» рекомендует для оценки содержания 
ядохимикатов использовать методику газовой 
хроматографии, при которой начальная темпе-
ратура колонки составляет 70  °С. В процессе 
выполнения данного исследования установ-
лено, что при этой температуре происходит 
термическая деструкция молекулы дикамбы, 
что не позволяет определить 3,6-дихлор-2-ме-
токсибензойную кислоту, являющуюся компо-
нентом гербицидной смеси «Линтур», по ис-
ходной молекуле, а следовательно, выполнить 
количественное определение его остаточных 
количеств в ЛРС.

По полученным хроматографическим данным 
установлено, что происходит декарбоксили-
рование нативной молекулы, поэтому была 
использована методика дериватизации (сили-
лирования) [7, 8]. Образование эфиров с тет-

раметилсиланом стабилизирует молекулы ди-
камбы в температурном диапазоне 70–300  °C, 
реализуемом при хроматографировании2, 
на хроматограмме регистрируется пик со време-
нем удерживания 8,3 мин, соответствующий си-
лилированному производному дикамбы (рис. 2). 
Однако зависимость площади пика от концен-
трации раствора дикамба (рис. 2С) нелинейна 
(R (коэффициент корреляции) <0,99), что может 
быть объяснено нестехиометричностью про-
текания реакции дериватизации за счет воз-
можного присоединения силилирующего агента 
как по карбоксильной группе, так и по свободно-
му гидроксилу, образующемуся в процессе тер-
мической деструкции молекулы, и не позволяет 
использовать данный метод для проведения ко-
личественного анализа.

Одним из возможных фармакопейных ме-
тодов обнаружения целевых аналитов, ха-
рактеризующимся высокой специфично-
стью, селективностью, чувствительностью 

2	 ОФС.1.5.3.0011 Определение содержания остаточных пестицидов в лекарственном растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Хроматограмма раствора стандартного образца дикамбы, полученная методом газовой хроматографии с масс-спек-
трометрическим детектированием

Fig. 1. Chromatogram of dicamba reference standard obtained by gas chromatography-mass spectrometry

A B C
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и воспроизводимостью, является метод высо-
коэффективной жидкостной хроматографии 
с детектированием тандемной масс-спектро-
метрией (ВЭЖХ-МС/МС)3. На хроматограммах, 
полученных при анализе растворов стандарт-
ного образца дикамбы методом ВЭЖХ-МС/МС 
(рис. 3), отмечается один пик нативной мо-
лекулы дикамбы со временем удерживания 

~6,2 мин, которому соответствует спектрограм-
ма с ионным распределением (обусловлено 
2 атомами хлора) с 221–219–218 m/z и репер-
ный ион с 174,9 m/z. Ион-продукт (174,9 m/z) 
является фрагментом 3,6-дихлор-2-метокси-
бензойной кислоты, так как при фрагмента-
ции других производных 2-метоксибензойной 
кислоты также выявляется ион-продукт с та-
ким же значением m/z. Данные соответствуют 
имеющимся в базах данных Agilent MassHunter 
Quantitative Analysis B.06.00. Зависимость пло-
щади пика от концентрации раствора линейна 
(рис. 3С ).

Высокая специфичность масс-спектрометри-
ческого анализа заключается в селективном 
обнаружении целевых соединений в сложных 
матрицах. Это достигается за счет нацеленного 
мониторинга переходов между ионами-пред-
шественниками и ионами-продуктами (MRM-
переходы). В данном случае удалось избежать 
воздействия изначальной матрицы извлечения 
на результаты определения.

Результаты валидации методики ВЭЖХ-МС/МС 
определения дикамбы представлены в табли-
це 1. Исследовали по 6 независимых образцов. 
Показана сходимость результатов, получаемых 
одним химиком на одном и том же оборудова-
нии в течение одного дня, а также разными хи-
миками в разные дни на разном оборудовании 
в пределах одной лаборатории. Установлено, 
что по показателям пригодности хроматогра-
фической системы, специфичности, линейно-
сти, правильности, прецизионности разрабо-
танная методика удовлетворяет критериям 
приемлемости в соответствии с фармакопей-
ными требованиями4.

На хроматограммах извлечений из ЛРС эхина-
цеи пурпурной, выращенной с использованием 
дикамбы (рис. 4), наблюдается один пик со вре-
менем удерживания около 6,16 мин и масс-спек-
тром, соответствующим дикамбе. Содержание 
гербицида в образце эхинацеи пурпурной со-
ставило 0,24±0,06 мг/г.

3	 ОФС.1.2.1.2.0005 Высокоэффективная жидкостная хроматография. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XV изд. М.; 2023.  

4	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
was prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Хроматограмма (A), масс-спектр (B) и градуировоч-
ный график (C), полученные в результате анализа предва-
рительно силилированных растворов дикамбы методом 
газовой хроматографии с масс-спектрометрическим де-
тектированием

Fig. 2. Chromatogram (A), mass spectrum (B), and calibration 
curve (C) obtained by analyzing pre-silylated dicamba solutions 
using gas chromatography-mass spectrometry
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Расчет пределов допустимого содержания оста-
точных пестицидов в лекарственном раститель-
ном сырье (ПДСОПЛРС) для сырья эхинацеи пур-
пурной проводили по формуле (1). Допустимое 
суточное потребление (ДСП) для дикамбы со-
ставляет 0,3 мг/кг5. Массу человека (М), соглас-
но фармакопейной статье, принимают за 60  кг6. 
Максимальную суточную дозу (МСД) лекар-
ственного растительного сырья высчитывали 
исходя из максимальной суточной дозы приема 
препарата экстракта эхинацеи (1200 мг)7 и дан-
ных по извлечению этого экстракта из ЛРС (2,4 г 
экстракта из 100 г ЛРС) [9]. Значение ПДСОПЛРС, 
рассчитанное указанным способом, составляет 
0,036 мг/г. Таким образом, количество гербици-
да, содержащегося в ЛРС, превышает ПДСОПЛРС, 
что говорит о потенциальной возможности 
перехода соединения в изготовленные из сы-
рья ЛП и БАДы. Следует ужесточить контроль 
за применением гербицида дикамба на землях, 
используемых для выращивания ЛРС, внести со-
единение в перечень контролируемых в фарма-
копейной статье.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Определение дикамбы методом ГХ-МС в усло-
виях, регламентируемых ОФС.1.5.3.0011, не поз-
воляет получить точный результат, поскольку 
не является специфичным (происходит термо-
деструкция исходной молекулы в инжекторе 
хроматографа). Стабилизация молекулы путем 
дериватизации методом силилирования позво-
ляет качественно определять дикамбу, однако 
количественный анализ не рекомендуется в свя-
зи с нелинейностью концентрационной зависи-
мости отклика.

Методика, основанная на определении ВЭЖХ-
МС/МС, позволяет проводить селективное 
определение дикамбы в ЛРС. Методика валиди-
рована в соответствии с требованиями ГФ РФ. 
Следовательно, разработанная методика может 
быть предложена в качестве основной для опре-
деления дикамбы в лекарственном раститель-
ном сырье «трава» для включения в фармако-
пейные требования.

В дальнейшем планируется апробировать раз-
работанную методику на нескольких раститель-
ных объектах, включая другие морфологиче-
ские части растений.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
was prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Хроматограмма (A), масс-спектр (B) и градуировочный 
график (C), полученные в результате анализа растворов ди-
камбы методом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с детектированием тандемной масс-спектрометрией

Fig. 3. Chromatogram (A), mass spectrum (B), and calibration 
curve (C) obtained by analyzing dicamba solutions using high-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
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5	 The WHO Recommended Classification of pesticides by hazard and guidelines to classification, 2019. https://www.who.int/
publications/i/item/9789240005662

6	 ОФС.1.5.3.0011 Определение содержания остаточных пестицидов в лекарственном растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.

7	 Эхинацеи пурпурной травы экстракт 200 мг, инструкция по медицинскому применению. https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_
View_v2.aspx?routingGuid=129dc551-218b-431a-9921-5b78e9758737

https://www.who.int/publications/i/item/9789240005662
https://www.who.int/publications/i/item/9789240005662
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=129dc551-218b-431a-9921-5b78e9758737
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=129dc551-218b-431a-9921-5b78e9758737
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Таблица 1. Оценка валидационных характеристик методики определения дикамбы методом ВЭЖХ-МС/МС

Table 1. Validation parameters for HPLC-MS/MS dicamba quantitation method 

Оцениваемый параметр
Estimated parameter

Рекомендуемые значения
Recommended values

Полученные значения
Actual values

Пригодность хроматографической 
системы
Suitability of chromatographic system

Nт.т.≥5000
Nt.p.≥5,000

Мин. знач. Nт.т — 13 701
Minimum Nt.p. — 13,701

As ∈ [0,8; 1,5] Мин. знач. / Min. value — 0,85
Макс. знач. / Max. value — 1,07

RSDtR≤2% 0,20%

RSDS пика≤2%
RSDS peak≤2%

1,72%

Специфичность
Specificity

tRстанд=tRиспыт
tRstand=tRtest

Линейность
Linearity

R ∈ [0,99; 1] 0,9996

a<Δa а=1,509
Δa=29,76

Правильность
Accuracy

Z,% ∈ [98; 102] 99,76

|100 – Z|<2,0% 0,24%

RSDZ<2,0% 1,84%

Прецизионность
Precision

RSDхим.№1/RSDchem1≤3% 0,82%

RSDхим.№2/RSDchem2≤3% 0,90%

F<5,05 4,21

t<2,23 1,23
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data

Примечание. Nт.т. — количество теоретических тарелок, As — асимметричность пика, RSDtR — относительное стандартное 
отклонение времени удерживания, RSDS пика — относительное стандартное отклонение площади пика, R — коэффициент кор-
реляции, а — свободный член уравнения прямой, Δa — стандартное отклонение члена а от уравнения прямой, Z — значение 
средней открываемости методики, RSDZ  — относительное стандартное отклонение открываемости методики, RSDхим.№1 — 
относительное стандартное отклонение результатов количественного определения вещества химиком 1, RSDхим.№2 — отно-
сительное стандартное отклонение результатов количественного определения вещества химиком 2, F — критерий Фишера, 
t — критерий Стьюдента. ВЭЖХ-МС/МС — высокоэффективная жидкостная хроматография с детектированием тандемной 
масс-спектрометрией.
Note. Nt.p., number of theoretical plates; As, peak asymmetry; RSDtR , relative standard deviation of retention time; RSDS peak, relative stan-
dard deviation of the peak area; R, correlation coefficient; а, absolute term of the equation of a straight line; Δa, standard deviation of the 
term a from the equation of a straight line; Z, average recovery of the method; RSDZ, relative standard deviation of the method recovery; 
RSDchem1, relative standard deviation of the quantitation results, chemist No.1, RSDchem2 , relative standard deviation of the quantitation re-
sults, chemist No. 2; F, Fisher’s test; t, Student’s t-test. HPLC-МС/МС, high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Хроматограмма извлечения из лекарственного растительного сырья эхинацеи пурпурной, выращенной с использова-
нием дикамбы

Fig. 4. Extraction сhromatogram from Echinacea purpurea pharmaceutical raw materials cultivated using dicamba
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Пептидное картирование: современные 
подходы к разработке методик (обзор)

	 Акционерное общество «Биокад», 
ул. Связи, д. 38, стр. 1, вн. тер. г. поселок Стрельна, Санкт-Петербург, 
198515, Российская Федерация

	 Попкова Александра Владимировна; aleks.popkova@yandex.ru, 
popkova@biocad.ru

ВВЕДЕНИЕ. Лекарственные средства, получаемые с использованием технологии 
рекомбинантной ДНК, широко применяются в терапии онкологических, иммуно-
воспалительных и инфекционных заболеваний. Объем исследований по разра-
ботке новых белковых препаратов, в том числе моноклональных антител, а также 
методик контроля качества таких препаратов увеличивается. Пептидное карти-
рование позволяет подтвердить подлинность, первичную структуру белка, гене-
тическую стабильность и идентифицировать изменения в структуре.
ЦЕЛЬ. Систематизация современных методологических подходов к разработке 
методик пептидного картирования.
ОБСУЖДЕНИЕ. Одним из главных методов подтверждения подлинности белков 
является пептидное картирование, основанное на ферментативном гидроли-
зе белка, с получением уникального набора пептидных фрагментов. Несмотря 
на уникальность каждой конкретной методики, все они базируются на общих 
принципах пробоподготовки и анализа, а также регуляторных требованиях. 
Разработка метода — сложный многостадийный процесс. В настоящее время 
для расщепления белка используются различные ферменты, однако «золотым 
стандартом» является трипсин. Все большее распространение имеют готовые 
решения для проведения реакции расщепления белков: высокоспецифичные 
и воспроизводимые наборы; способы пробоподготовки на основе иммобилиза-
ции ферментов на магнитных частицах, а также автоматизированные процеду-
ры. Это позволяет минимизировать ошибки ручной пробоподготовки, повысить 
воспроизводимость результатов и сократить время анализа.
ВЫВОДЫ. Современная методология пептидного картирования эволюцио-
нирует в сторону повышения воспроизводимости и эффективности за счет 
внедрения стандартизированных и автоматизированных решений для про-
боподготовки при сохранении трипсина в качестве основного гидролитиче-
ского агента. Информация об используемых подходах позволит исследова-
телям ориентироваться в многообразии доступных аналитических решений, 
ускорить разработку методов и обеспечить надежный контроль качества бел-
ковых препаратов.

Ключевые слова: пептидное картирование; подлинность белков; трипсин; Lys-C; ферментативное 
расщепление белков; ВЭЖХ; масс-спектрометрия; протеомика; регуляторные требования
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INTRODUCTION. Medicines, based on recombinant DNA technology, are widely used 
in the treatment of cancer, immune-inflammatory, and infectious diseases. Research 
on the development of new protein-derived drugs, including monoclonal antibodies, 
as well as methods for quality control of such drugs, is ever increasing. Peptide map-
ping allows it to verify the primary protein structure, genetic stability, and identify 
structural changes.
AIM. Systematization of current methodological approaches to the development of 
peptide mapping methods.
DISCUSSION. One of the main methods for confirming protein authenticity is pep-
tide mapping based on enzymatic hydrolysis of protein to produce a unique set of 
peptide fragments. Despite the uniqueness of each method, they all share common 
principles of sample preparation and analysis, as well as regulatory requirements. 
Method development is a complex, multi-step process. Currently, various enzymes 
are used for protein cleavage, but trypsin remains the “gold standard”. Ready-made 
solutions for protein cleavage reactions are becoming increasingly common such 
as highly specific and reproducible kits, sample preparation approaches based on 
immobilized enzymes on magnetic particles, and automated procedures. These op-
tions minimize errors in manual sample preparation, improve the reproducibility of 
results, and reduce analysis time.
CONCLUSIONS. Current peptide mapping methodology is evolving towards in-
creased reproducibility and efficiency through the introduction of standardized and 
automated sample preparation solutions while maintaining trypsin as the primary 
enzyme for protein cleavage. Information on approaches used will enable research-
ers to navigate the diversity of available analytical solutions, accelerate method 
development, and ensure reliable quality control of protein-based medicines.
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ВВЕДЕНИЕ
Лекарственные средства (ЛС), получаемые 
с использованием технологии рекомбинантной 
ДНК, занимают особое место в биологической 
терапии. Они находят широкое применение 
в терапии онкологических, иммуновоспали-
тельных и инфекционных заболеваний, вклю-
чая COVID-19 [1]. Объем исследований по разра-

ботке новых белковых препаратов, в том числе 
моноклональных антител (МАТ), а также мето-
дик контроля качества таких препаратов увели-
чивается [2]. Нормативные требования к произ-
водству и контролю качества ЛС, получаемых 
с использованием технологии рекомбинантной 
ДНК, установлены в Государственной фармако-
пее Российской Федерации1. Описаны методы 
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анализа и идентификации, которые позволяют 
установить подлинность лекарственного пре-
парата (ЛП), его чистоту, определить количе-
ственное содержание действующего вещества 
и вспомогательных компонентов, входящих 
в состав лекарственной формы. Для подтвер-
ждения подлинности белков, в том числе и МАТ, 
используют принцип ортогонального подхода, 
который предполагает применение комплекса 
физико-химических и биологических методов 
анализа.

Пептидное картирование является единствен-
ным методом подтверждения подлинности 
белков без необходимости идентификации 
дополнительными методами (специфической 
активности и иных физико-химических мето-
дов), поскольку позволяет подтвердить пер-
вичную структуру белка и выявить наличие 
изменений в сравнении со стандартным об-
разцом2. Метод основан на том, что белок 
при ферментативном гидролизе распадается 
на пептиды, и для каждого белка характерен 
уникальный набор пептидов, отличающихся 
последовательностью и молекулярной массой. 
Метод пептидного картирования должен быть 
включен в спецификацию активной фармацев-
тической субстанции и в спецификацию на ЛП 
в случае отсутствия высокоспецифичных ме-
тодов идентификации3.

Множество работ посвящено разработке ме-
тодик пептидного картирования. Несмотря 
на высокую точность современных методов, 
разработка методик пептидного картирования 
остается трудоемким процессом, часто осно-
ванным на эмпирическом подборе условий. 
По мнению автора, стремительное расширение 
аналитического рынка  — появление широкого 
спектра альтернативных специфичных протеаз 
и технологий ускоренной пробоподготовки  — 
открывает новые возможности для получения 
высокоспецифичных пептидных карт белков 
и сокращения времени анализа. Однако отсут-
ствие системного сравнительного анализа этих 
инструментов затрудняет их рациональное 
внедрение в практику. Систематизированные 
данные позволяют оптимизировать процесс 
разработки методик пептидного картирования, 
сократить количество итераций при подборе 
условий протеолиза и минимизировать риски 
возникновения артефактов при характеризации 
биофармацевтических препаратов.

Цель работы  — систематизация современных 
методологических подходов к разработке мето-
дик пептидного картирования.

Информация о подходах позволит исследова-
телям ориентироваться в многообразии доступ-
ных аналитических решений, ускорить разра-
ботку методов и обеспечить надежный контроль 
качества сложных биомолекул.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Метод пептидного картирования не являет-
ся общим методом анализа и идентификации 
разных классов белков, так как ферментативный 
гидролиз каждого отдельного белка имеет свои 
характерные особенности. Любая методика 
идентификации белка включает четыре основ-
ных этапа: подготовку белка (обессоливание 
и денатурация целевого белка); специфичное 
расщепление пептидных связей; хроматографи-
ческое разделение полученной смеси пептид-
ных фрагментов и идентификацию пептидов.

Перед проведением ферментативного гидроли-
за целевой белок должен быть выделен из сме-
си, в противном случае возможно образование 
пересекающихся «отпечатков пальцев», т.е. при-
надлежащих разным белкам пептидов с одина-
ковой или близкой аминокислотной последо-
вательностью, что приводит к невозможности 
однозначной идентификации индивидуальных 
белков4.

Подготовка образца
Обессоливание. Подготовку образца белка путем 
очистки от компонентов матрицы, например со-
лей, стабилизаторов и эмульгаторов, выполняют 
посредством диализа с использованием диа-
лизных мешков (например, ReadyLyzers, Serva 
или GebaFlex, Gene Bio-Application) на основе 
ультрачистой низкосвязывающей регенери-
рованной целлюлозы или центрифугирования 
в ультрафильтрах (например, Amicon, Merck 
или Vivaspin, Sartorius) с отсекаемой массой 
от 10 до 50 кДа. Также возможно использова-
ние гравитационных обессоливающих колонок, 
наполненных, например, поперечно-сшитым  
декстраном или полиакриламидным гелем 
(например, Zebа Spin, Thermo Fisher Scientific 
или Econo-Pac 10DG Desalting Columns, BioRad) [3].

Денатурация белка. Нативный белок находит-
ся в свернутом состоянии третичной структуры, 
стабилизированной дисульфидными связями 

2	 ОФС.1.7.2.0035.18 Пептидное картирование. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
3	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекарствен-

ных средств Евразийского экономического союза».
4	 ОФС.1.7.2.0035.18 Пептидное картирование. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.



218

Review of current approaches to the development of peptide mapping methods
Popkova A.V.

Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2026. Т. 16, № 2

(S–S) [4]. Для обеспечения доступа протеолити-
ческого агента к пептидным связям необходимо 
развернуть глобулярную структуру белка, раз-
рушив имеющиеся дисульфидные связи, а затем 
восстановив их для предотвращения ренатура-
ции. Денатурацию белка выполняют с помощью 
хаотропных агентов, например гуанидина гид-
рохлорида [4, 5] или мочевины [6]. Денатурацию 
и восстановление можно проводить одновре-
менно с помощью комбинации нагревания и хи-
мических реагентов, таких как 1,4-дитиотреи-
тол (ДТТ) [3], меркаптоэтанол, диоксихлорат 
натрия [7], трис(2-карбоксиэтил)фосфин гидро-
хлорид (TCEP) [6]. Чаще всего используется ДТТ, 
так как он является сильным восстановителем, 
уменьшает количество дисульфидных связей 
и предотвращает образование меж- и внутри-
молекулярных дисульфидных мостиков меж-
ду молекулами Cys в белке. J.T. Fang с соавт. [8] 
изучили восстанавливающий эффект цистеина 
в процессе определения аминокислотной по-
следовательности МАТ при различных концен-
трациях цистеина (10–40 мМ) и значениях pH 
(рН 7,0–11,0) реакционной смеси. Установлено, 
что цистеин проявляет свойства восстановителя, 
сравнимые с таковыми у ДТТ, и обладает такими 
полезными характеристиками, как отсутствие 
токсичности и запаха, что делает его потенци-
альной альтернативой для восстановления ди-
сульфидных связей при пептидном картирова-
нии белков и МАТ [8].

Современным решением для денатурации бел-
ков и увеличения скорости ферментативного 
расщепления являются готовые смеси детер-
гентов, такие как запатентованные анионные 
сурфактанты RapiGest SF5 и ProteaseMAX6, ко-
торые повышают растворимость гидрофобных 
и мембранных белков, часто агрегирующих 
в обычных буферных растворах, и перево-
дят белки в раствор в течение 1 ч при комнат-
ной температуре. За счет мягкой денатурации 
сурфактанты разворачивают структуру белка, 
открывая доступ протеазам к сайтам расщеп-
ления. Это позволяет сократить время инку-
бации от нескольких часов до нескольких ми-
нут (например, полный гидролиз миоглобина 
лошади происходит за 15–60 мин вместо 9 ч)7. 
В отличие от мочевины или додецилсульфата 
натрия, RapiGest не подавляет ферментатив-
ную активность, а ProteaseMAX даже повышает 

активность основных протеаз (трипсин, хи-
мотрипсин и эндопротеаза Lys-C), что позво-
ляет использовать дорогостоящие ферменты 
в меньших количествах. Они снижают адсорб-
цию пептидов на пластиковых поверхностях 
пробирок, что является частой причиной потерь 
образца, особенно при работе с белками в ма-
лых концентрациях. Благодаря более полному 
расщеплению белка повышается доля покрытия 
аминокислотной последовательности. Эти реа-
генты разлагаются в кислотной среде; их можно 
использовать одновременно с масс-спектромет-
рическим анализом (МС-анализ). После завер-
шения гидролиза достаточно добавить кислоту, 
например трифторуксусную (TFA) или муравьи-
ную, чтобы сурфактант распался на нетоксич-
ные побочные продукты, которые выпадают 
в осадок и удаляются из области реакции либо 
остаются в растворе, не мешая ионизации  
при МС-анализе [9].

После денатурации и восстановления сульф-
гидрильных групп выполняют алкилирование 
Cys для дальнейшего снижения потенциальной 
ренатурации. Наиболее часто используемыми 
агентами для алкилирования белковых образ-
цов являются 10–50 мМ йодоацетамид [5, 10], 
10–50 мМ йодоуксусная кислота [6], 10–20 мМ 
N-этилмалеимид [7].

Расщепление пептидных связей 
для хроматографического разделения
Следующей стадией подготовки образ-
ца является протеолиз. Все протеолитиче-
ские агенты подразделяются на химические 
и ферментативные8. К химическим протеоли-
тикам относятся цианобромид (отщепление 
С-концевого метионина), 2-нитро-5-тио-циано
бензойная кислота (отщепление N-концевого 
цистеина), о-йодозобензойная кислота (от-
щепление С-концевых триптофана и тирозина), 
BNPS-скатол (отщепление триптофана) и раз-
бавленные кислоты. Ферментативное расщеп-
ление более распространено в связи с высо-
кой специфичностью и мягкими условиями 
пробоподготовки. Среди ферментов, исполь-
зующихся в картировании, известны трипсин, 
химотрипсин, пепсин, лизилэндопептидаза 
(Lys-C), глутамилэндопептидаза (Glu-C), пепти-
дил-аспарагил-металлоэндопептидаза (Asp-N), 
клострипаин и др.

5	 https://www.waters.com/nextgen/us/en/products/standards-and-reagents/rapigest-sf-surfactant.html?srsltid=AfmBOooAz5Sy
NRjseIxFlqlwTE6HksmYkbR7sMIF60CPpvggrdnpJ7An

6	 https://worldwide.promega.com/products/mass-spectrometry/proteases-and-surfactants/proteasemax-surfactant_-trypsin-
enhancer/?catNum=V2071

7	 https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2003/rapigest-sf-accelerated-tryptic-digestion-of-proteins.html
8	 <1055> Biotechnology-derived articles — Peptide mapping. USP 43–NF 38. Rockville; 2024.

https://www.waters.com/nextgen/us/en/products/standards-and-reagents/rapigest-sf-surfactant.html?srsltid=AfmBOooAz5SyNRjseIxFlqlwTE6HksmYkbR7sMIF60CPpvggrdnpJ7An
https://www.waters.com/nextgen/us/en/products/standards-and-reagents/rapigest-sf-surfactant.html?srsltid=AfmBOooAz5SyNRjseIxFlqlwTE6HksmYkbR7sMIF60CPpvggrdnpJ7An
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Выбор расщепляющего агента. Благодаря вы-
сокой специфичности и эффективности чаще 
всего в пептидном картировании использу-
ется трипсин [3]. Он относится к сериновым 
протеазам и расщепляет пептидную связь 
с С-концевой стороны аминокислотных остатков 
(а.к.о) Lys и Arg за исключением случая, когда 
остаток Pro находится с карбоксильной стороны 
сайта расщепления. Образуются пептиды с дли-
ной от 6 до 30 остатков, что является оптималь-
ной для МС-анализа длиной цепи молекулы [6].

Существует множество коммерчески доступ-
ных источников этого фермента. Все трипсины 
можно классифицировать по происхождению 
(животного происхождения и рекомбинантные) 
и способу стабилизации. Трипсины животного 
происхождения (например, Roche Diagnostics, 
кат. № RTRYP-RO, или Trypsin Gold, Promega) вы-
сокоспецифичны, но они, как правило, загряз-
нены другими протеолитическими ферментами, 
например химотрипсином.

Рекомбинантные трипсины для пептидного кар-
тирования (например, Trypsin Platinum, Promega, 
или SOLu-Trypsin, Sigma-Aldrich) представляют 
собой высокоочищенные ферменты, получен-
ные методом генной инженерии, как правило, 
в экспрессионных системах E. сoli или Pichia 
pastoris, не содержащие примеси контаминиру-
ющих белков. Использование рекомбинантно-
го трипсина [5] значительно улучшает качество 
пептидного картирования благодаря высокой 
специфичности расщепления и сниженной ауто-
протеолитической активности.

Для трипсина может быть характерен аутолиз, 
который приводит к снижению активности фер-
мента и вызывает образование аутопротеоли-
тических триптических пептидов, которые мо-
гут мешать анализу интересующих пептидов. 
Для подавления аутолиза трипсин подвергают 
химической модификации. Наиболее часто при-
меняется метилирование свободных амино-
групп в остатках лизина трипсина (например, 
Trypsin Gold, Promega Corporation, или SG-Trypsin, 
G-Biosciences), тем самым фермент перестает 
распознавать себя как субстрат. При восстанови-
тельном алкилировании свободные остатки Lys 
химически модифицируют. Такой модифициро-
ванный трипсин (например, New England Biolabs, 
кат. № P8101, или Trp-MS-RS, Molecta, Россия) 
можно инкубировать при 37  °C более 16–24  ч 
без потери активности и появления продуктов 
распада. Модифицированные трипсины являют-
ся универсальными реагентами для проведения 
быстрого, в том числе высокотемпературного 

протеолиза и получения чистого (без продуктов 
неспецифического расщепления) и полного по-
крытия аминокислотной последовательности [3]. 
Добавление ионов кальция в состав реагентов 
для гидролиза белков способствует увеличению 
термостабильности трипсина и предотвращению 
аутолиза трипсина [3]. Ионы кальция связывают-
ся с Ca2+-связывающей петлей трипсина.

Для получения максимально точных и интер-
претируемых МС-данных используют трипсины 
категории «для MС-анализа», содержащие инги-
битор химотрипсина N-п-тозил-L-фенилаланин 
хлорметилкетон (например, Trypsin, TPCK 
Treated, Worthington Biochemical Corporation, 
или Trypsin, TPCK Treated, Thermo Scientific), 
что позволяет снизить или исключить вероят-
ность протекания побочных реакций, а также 
повысить стабильность и селективность исполь-
зуемых ферментов [3].

Неполный гидролиз происходит в случае, когда 
протеаза не разрушает связь между амино-
кислотами специфического сайта узнавания. 
Такие фрагменты полипептидной цепи называ-
ются протеолитически устойчивыми участка-
ми. Причин неполного гидролиза несколько. 
Доступ протеазы к своему сайту связывания мо-
жет быть затруднен ввиду стерических факто-
ров. Примерами могут быть плотная вторичная 
структура или ситуация, когда сайт связывания 
находится внутри гидрофобного ядра белка. 
Наличие остатка Pro с циклической структурой 
вблизи сайта связывания создает «излом» цепи, 
что затрудняет позиционирование протеазы. 
Например, гидролиз связи Lys-Pro или Arg-Pro 
трипсином практически невозможен. Близкое 
расположение сильно поляризованных или вто-
рично модифицированных (фосфорилирован-
ных или гликозилированных) а.к.о. «экранирует» 
полипептидную цепь.

Для осуществления полного расщепления белков 
трипсин используют в комбинации с другими про-
теазами. Например, трипсин в сочетании с Lys-C 
(например, Trypsin/Lys-C, Promega, или EasyPep 
MS Sample Prep Kits, Thermo Scientific) позволя-
ет эффективно расщеплять белки или белковые 
домены, которые недоступны для трипсина из-за 
особенностей структуры белка [5]. Lys-C сохраня-
ет ферментативную активность в 8 М мочевине, 
которая позволяет денатурировать конформаци-
онно защищенные участки, что повышает эффек-
тивность картирования [11].

Химотрипсин (например, Promega, кат. № V1062, 
или Pierce Chymotrypsin Protease, Thermo 
Scientific) используется для гидролиза  
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пептидных связей, но чаще в комбинации 
с трипсином в различных соотношениях [7, 10, 
12]. B.C. Jakes и соавт. [13] показали, что пол-
ное покрытие последовательности достигается 
при использовании смесей протеаз, содержа-
щих ≥50% химотрипсина. С наибольшей скоро-
стью химотрипсин гидролизует пептидные свя-
зи при ароматических аминокислотах (Phe, Tyr 
и Trp), отщепляет C-концевые остатки гидрофоб-
ных аминокислот (Leu, Met и Ala).

Белки, обогащенные ароматическими и гидро-
фобными остатками (Phe, Tyr, Trp и Leu), часто 
плохо растворимы в водных средах и устой-
чивы к трипсину. Для расщепления таких бел-
ков используется пепсин (например, Promega, 
кат. № V1959, или Pepsin from Porcine Stomach, 
Thermo Scientific), обладающий высокой актив-
ностью в кислой среде (рН 1–3) и при низкой 
температуре (4  °C), а также специфичностью 
в отношении участков полипептидной цепи с низ-
кой полярностью. Одним из недостатков пробо-
подготовки белков с использованием трипсина 
в щелочной среде (pH 7,5–8,5) является возник-
новение новых дисульфидных связей, отличных 
от таковых в нативном белке. Механизм возник-
новения таких связей заключается в дегидрата-
ции сульфгидрильных групп в щелочной среде, 
что приводит к образованию «ложных» дисуль-
фидных связей. При pH 1–2 тиоловые группы 
протонируются полностью, что исключает их 
взаимодействие и фиксирует нативную локали-
зацию дисульфидных мостиков. Процедура про-
боподготовки белков предполагает первичную 
обработку белка пепсином для получения круп-
ных полипептидов, после чего обработка трипси-
ном позволяет получить пептиды, длина которых 
оптимальна для идентификации [14]. E.G.  Toole 
и соавт. показали, что пепсин был пригоден 
для пробоподготовки при идентификации белков 
вирусных капсидов, которые содержат большое 
количество гидрофобных аминокислот [15].

Сериновая протеаза Glu-C, также извест-
ная как V8 протеаза (например, Promega, 
кат. №  PRV1651, или New England Biolabs, 
кат. № P8100S), широко используется для рас-
щепления больших белков [7] и получения пеп-
тидной карты полипептидов [16]. Glu-C специфи-
чески отщепляет остатки Asn или Glu с С-конца, 
при этом специфичность гидролиза зависит 
от pH среды и состава буфера. При pH 4,0 фер-
мент преимущественно отщепляет С-концевой 
Glu, тогда как при pH 8,0 дополнительно отщеп-
ляет остатки Asn. Комбинация Glu-C и трипсина 

позволяет получить перекрывающиеся пептиды 
в тех зонах, где сайты трипсина расположены 
слишком редко или недоступны.

Asp-N (например, New England Biolabs, кат. 
№ P8104S, или Endoproteinase Asp-N from 
Pseudomonas quercus, Roche)  — это высокоспе-
цифичная цинк-зависимая металлоэндопепти-
даза (флавастацин) [7]. Она высокоспецифич-
но гидролизует пептидные связи остатков Asp 
и Cys на N-конце и неспецифично отщепляет 
остатки Glu. В присутствии ионов цинка Asp-N 
проявляет оптимальную активность в диапазо-
не pH от 4 до 9. Чаще всего Asp-N комбинируют 
с трипсином или эндопептидазой Glu-C.

Последовательная обработка белка трипсином 
и Asp-N повышает количество идентифициро-
ванных пептидов в ≥2 раза и позволяет более 
эффективно гидролизовать сложные глобуляр-
ные белки [17]. Комбинация Asp-N и Glu-C под-
ходит для анализа белков, богатых остатками 
Asp и Glu, например казеина. Комбинация этих 
двух ферментов позволяет получать уникаль-
ные наборы пептидов, которые не перекрыва-
ются с продуктами трипсинолиза, что повышает 
общее покрытие белка на 24%9.

Для повышения качества идентификации пепти-
дов и определения сайтов конъюгации в препа-
ратах типа «конъюгат антитело — лекарственное 
средство» в качестве протеолитического фер-
мента применяют папаин. Фрагментация и иони-
зация пептидов, конъюгированных с токсина-
ми, чаще всего затруднена. Папаин (например, 
Papain from papaya latex, Merck, или Pierce Papain, 
Thermo Scientific) полностью отщепляет токсин 
от линкера. Такая обработка белка превращает 
коньюгаты гидрофобных пептидов с токсином 
в пептиды, содержащие лишь остаток линкера. 
Отщепление папаином гидрофобного токси-
на, например монометилауристатина Е (MMAE), 
привело к значительному улучшению иденти-
фикации пептидов при проведении МС-анализа 
и позволило точно определить сайты конъю-
гации и рассчитать степень их заполняемости 
с высокой точностью, исключив погрешности 
ионизации, вызванные токсином [18].

При гидролизе белков также можно исполь-
зовать металлоэндопептидазу Lys-N, эластазу, 
термолизин, эндопротеиназу Arg-C, LysargiNase 
и др [7, 10].

Эластаза  — это сериновая протеаза, гидро-
лизующая пептидные связи Ala, Val, Ser, Gly, 

9	 https://at.promega.com/resources/pubhub/using-endoproteinases-asp-n-and-glu-c-to-improve-protein-characterization/#:~: 
text=Conclusion,sequence%20coverage%20and%20PTM%20mapping

https://at.promega.com/resources/pubhub/using-endoproteinases-asp-n-and-glu-c-to-improve-protein-characterization/#:~:text=Conclusion,sequence%20coverage%20and%20PTM%20mapping
https://at.promega.com/resources/pubhub/using-endoproteinases-asp-n-and-glu-c-to-improve-protein-characterization/#:~:text=Conclusion,sequence%20coverage%20and%20PTM%20mapping
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Leu и Ile на С-конце белка. Продуктами такого 
расщепления являются многокомпонентные 
пептидные смеси, в которых многие пептиды 
имеют перекрывающиеся последовательности. 
T. Dau и соавт. [19] для протеомного анализа 
трансмембранных доменов с многочисленны-
ми кросс-сшивками и посттрансляционными 
модификациями использовали последователь-
ное расщепление трипсином и эластазой. Такой 
подход позволил идентифицировать участки 
аминокислотной последовательности, где сайты 
узнавания трипсином отсутствуют.

Термолизин  — бактериальная металлоэндопеп-
тидаза, получаемая из Bacillus thermoproteolyticus, 
которую возможно использовать для пептидного 
картирования из-за специфичности по отноше-
нию к пептидным связям гидрофобных амино-
кислот, например Leu, Phe, Ile и Val [7]. Он сохра-
няет ферментативную активность в широком 
диапазоне pH (рН 5,0–9,5).

Для пептидного картирования сложных 
О-гликозилированных биофармацевтических 
препаратов применяют высокоспецифичную эн-
допротеазу, впервые выделенную из Akkermansia 
muciniphila. Например, эндопротеаза OpeRATOR® 
(Genovis, Швеция) отщепляет Ser и Thr на N-конце 
O-гликанов; при этом фермент не гидролизует 
N-гликозилированные гликопротеины [10].

Протеаза Arg-C (например, Promega, кат. № V188A, 
или Endoproteinase Arg-C, Takara Bio) использу-
ется для количественного определения пепти-
доформ гистонов [20] и секвенирования белков, 
обладает высокой специфичностью по отноше-
нию к C-концевым остаткам Arg, что приводит 
к образованию ограниченного количества пеп-
тидных фрагментов.

Лизаргиназа, или LysargiNase (например, 
Sigma-Aldrich, кат. № EMS0008, или Promega, 
кат. № V1731),  — «зеркальная» трипсину метал-
лопротеиназа, обнаруженная в Methanosarcina 
acetivorans. Лизаргиназа специфически гидроли-
зует белки по остаткам Lys и Arg. В результате об-
разуются пептиды с молекулярной массой, ана-
логичной триптическим пептидам, но с остатками 
Lys и Arg на N-конце. Обработка лизаргиназой 
позволяет улучшать идентификацию C-концевых 
пептидов белков и определение богатых Arg 
фосфорилированных участков. H. Yang и соавт. 
[21] использовали комбинацию лизаргиназы 
и трипсина. Поскольку трипсин расщепляет поли-
пептидную цепь после остатков Lys и Arg, а ли-
заргиназа — перед таковыми, в результате одна 

из полипептидных цепей гидролизуется до пеп-
тидов, которые при МС-анализе образуют вза-
имодополняющие наборы ионов. Такой подход 
позволяет идентифицировать аминокислотную 
последовательность белка с высокой точностью. 
В лизиновых конъюгатах, таких как трастузумаб 
эмтанзин, молекула ЛС связана с Lys, таким об-
разом гидролиз связей на участках полипептид-
ной цепи вблизи линкерного фрагмента трипси-
ном часто пространственно затруднен. E. Watts 
и соавт. [22] описали, что использование лизар-
гиназы позволяет преодолеть пространственные 
ограничения, поскольку лизаргиназа гидролизу-
ет пептидные связи лизина с N-конца, и получить 
пептид с сохраненным сайтом конъюгации.

Применение ферментов, иммобилизованных 
на магнитных частицах, позволяет значительно 
ускорить пробоподготовку и повысить воспроиз-
водимость результатов пептидного картирова-
ния. При использовании избытка термостабиль-
ного фермента (например, Mag-Trypsin, Takara 
Bio, или Smart Digest kits, Thermo Scientific) 
при повышенных температурах время гидроли-
за сокращается с 16–18 до 0,5–2 ч. Магнитная 
сепарация позволяет полностью удалить фер-
мент из реакционной смеси, избежать аутолиза 
и остановить реакцию в точно заданный мо-
мент  [13, 23]. Автоматизированный метод полу-
чения пептидных фрагментов показал высокую 
специфичность: содержание неспецифических 
пептидов в продукте реакции составило ≤1,3%; 
время пробоподготовки  — 30–60  мин; риск 
ошибок оператора и возникновения артефактов 
(образования продуктов окисления или дезами-
нирования), характерных для более длительной 
процедуры ручного гидролиза, был снижен [13].

Иммобилизация фермента термолизина на си-
ликатных дендримерах (полиамидоамин и кар-
босилан) [24] позволяет получить стабильный 
биокатализатор, пригодный для многократного 
промышленного применения. В исследованиях 
было показано, что после трех каталитических 
циклов не наблюдалось потери ферментатив-
ной активности в процессе гидролиза белков.

Известен набор10, состоящий из оптимизирован-
ных ферментов  — рекомбинантной Lys-C и мо-
дифицированного трипсина, которые сохраняют 
высокую каталитическую активность в буфер-
ном растворе (pH 5,4) с добавлением антиокис-
лителя и трис(2-карбоксиэтил)фосфина гид-
рохлорида (TCEP). Пробоподготовка занимает 
4,5–5 ч. Слабокислая среда предотвращает 

10	https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/500/accumap-low-ph-protein-digestion-kits-
protocol.pdf
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химическую модификацию а.к.о. во время под-
готовки образца, например дезамидирование 
Asn и возникновение меж- и внутримолекуляр-
ных дисульфидных связей [5].

Для сокращения времени пробоподготовки 
и уменьшения количества ошибок оператора 
разрабатываются автоматизированные систе-
мы фрагментации белков. Автоматизированные 
протоколы включают использование жидкост-
ной платформы Hamilton Star со стандартными 
96‑луночными микродиализными планшетами 
(10 кДа) [25], а также микроколонок для эксклю-
зионной хроматографии, подходящих для пол-
ностью автоматизированной и быстрой замены 
буфера [26].

Y.D. Liu и соавт. [27] продемонстрировали бо-
лее высокую эффективность и воспроизводи-
мость автоматизированной системы пробопод-
готовки TECAN (Tecan Group Ltd., Меннедорф, 
Швейцария) по сравнению с ручной пробо-
подготовкой, что следовало из сопоставления 
как хроматографических профилей, так и ре-
зультатов количественного определения пост-
трансляционных модификаций.

Поскольку первичная структура белка уни-
кальна, для построения пептидной карты необ-
ходимо получение оптимального количества 
пептидов из нативного белка. Если количество 
образовавшихся пептидных фрагментов слиш-
ком мало или велико, то карта утрачивает спе-
цифичность к конкретному белку, поскольку 
повышается вероятность обнаружения схожего 
профиля у родственных белков.

На этапе протеолиза могут образовываться ко-
роткие пептиды, содержащие от 2 до 4 а.к.о., 
которые не удерживаются на неподвижном 
сорбенте при обращенно-фазовой ВЭЖХ (ОФ 
ВЭЖХ). Короткие пептиды часто гидрофиль-
ны; плохо сорбируются на гидрофобном сор-
бенте колонки C18; элюируются в «мертвом 
объеме» вместе с солями и растворителями; 
плохо ионизируются при МС-анализе. Поэтому 
предпочтительно выбирать протеазы, при об-
работке которыми не образуется большое ко-
личество ди- или трипептидов. Полипептиды 
длиной ≥25–30  а.к.о. из-за высокой гидрофоб-
ности и большого количества сайтов взаимо-
действия с сорбентом C18/C8 могут длительно 
удерживаться в колонке при стандартном гра-
диенте. Пептид, конъюгированный с молекулой 
небелковой природы, может вызывать ушире-
ние пика на хроматограмме из-за микрогетеро-
генности линкера. Полипептиды длиной более 
25–30 а.к.о. плохо переходят в газовую фазу 

при МС-анализе, поскольку содержат большое 
количество заряженных групп, что усложняет 
расшифровку спектра. Однако пептидные карты, 
составленные с использованием крупных фраг-
ментов белка, проще интерпретировать, нежели 
карту, содержащую большое количество хрома-
тографических пиков [18].

Вследствие аутолиза протеаз на пептидной 
карте могут определяться дополнительные 
пики, интенсивность которых зависит от массо-
вого соотношения количества протеаз к белку. 
Количество фермента для одного реакционного 
цикла подбирают индивидуально, в диапазоне 
соотношений белок:фермент от 10:1 до 500:1 [5, 
10, 20]. В ряде случаев количество фермента мо-
жет быть увеличено [28]. Количество фермента 
должно быть оптимальным: с одной стороны, 
количество фермента должно обеспечивать 
полное расщепление денатурированного белка; 
с другой — необходимо использовать минималь-
ное количество фермента для снижения стои-
мости анализа и предотвращения появления 
артефактных пиков, обусловленных аутолизом 
протеазы.

Выбор протеолитического фермента является 
компромиссом между покрытием аминокислот-
ной последовательности (>95%), возможностью 
обнаружения небольших структурных измене-
ний, надежностью гидролиза и рентабельно-
стью применения методики, которая в большой 
степени влияет на ее включение в стандартные 
операционные процедуры (табл. 1).

Выбор условий ферментативного расщепления. 
Выбор температуры, рН и времени обработки 
протеазой для фрагментации денатурированных 
белков обусловлен активностью фермента и хи-
мической стабильностью самого белка. Значение 
рН должно соответствовать оптимуму каталити-
ческой активности, например трипсин — 7,5–8,5; 
пепсин — 1,0–3,0; лизаргиназа — 6,0–9,0. Важно, 
чтобы значение рН реакционной среды не изме-
няло структуру белка для предотвращения агре-
гации, выпадения в осадок, изменения поверх-
ностного заряда, и модификацию а.к.о. Выбор 
температуры проведения гидролиза обусловлен 
оптимальной температурой работы большинства 
ферментов — в диапазоне 25–37 °С [6, 7, 11].

Время проведения протеолиза варьируется 
от 30 мин до 30 ч [5, 7, 20]. Сокращение времени 
увеличивает скорость анализа, однако долж-
но быть достаточным для полного гидролиза. 
Длительная инкубация с ферментом обеспечи-
вает полное расщепление полипептидной цепи, 
но увеличивает количество пиков продуктов 
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аутолиза. Уменьшение продолжительности ин-
кубации снижает вероятность их образования, 
но вызывает образование ненативных модифи-
каций, таких как дезамидирование и изомери-
зация; однако в условиях короткой инкубации 
есть риск образования слишком длинных гид-
рофобных пептидов. При проведении фраг-
ментации белков трипсином при циклическом 
изменении давления [29] в течение 30 мин 
с чередованием циклов 10-секундного пери-
ода атмосферного давления и 50-секундного 
периода высокого давления снижалось коли-
чество модифицированных фрагментов и обес-
печилась воспроизводимость хроматографи-
ческого профиля в сравнении со стандартным 
подходом (16–18  ч при 37  °C). Сверхбыстрое 
расщепление аминокислотной цепи трипсином 
может быть достигнуто в микрокаплях при 25 °C 
в условиях атмосферы азота в течение 250 мкс 
[30]. По сравнению с расщеплением в течение 
16–18 ч использование такого метода приводи-
ло к снижению количества продуктов дезами-
дирования Asn и Glu.

Реакция гидролиза останавливается либо из-
менением pH реакционной среды [3, 5, 6, 9, 13], 
которое не оказывает влияния на полученную 
пептидную карту, либо добавлением специ-
фических ингибиторов или денатурирующих 
агентов, либо температурной инактивацией пу-
тем нагрева до высокой температуры (100 °C) 
или замораживания [15, 16, 23].

Хроматографическое разделение 
пептидных лизатов
Для разделения пептидных фрагментов могут 
быть использованы различные аналитические 
методы, такие как ОФ ВЭЖХ, ионообменная 
ВЭЖХ, гидрофобная хроматография и капилляр-
ный электрофорез11. Выбор метода разделения 
зависит от особенностей анализируемого бел-
ка, но наиболее часто используемым методом 
является ОФ ВЭЖХ [3, 8–10] со спектрофото-
метрическим детектором при длинах волн 200–
230 нм. Для повышения достоверности иденти-
фикации пептидов, содержащих Trp, Tyr и Cys, 
детектирование может проводиться при длине 

11	ОФС.1.7.2.0035.18 Пептидное картирование. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

Таблица 1. Сравнительная характеристика современных ферментативных инструментов для пептидного картирования

Table 1. Comparative characteristics of modern enzymatic tools for peptide mapping

Критерий 
сравнения

Comparison criterion

Классический трипсин 
(Trypsin Gold/MS Grade)

Classic trypsin  
(Trypsin Gold/MS Grade)

Альтернативные протеазы 
(Lys-C, Glu-C, Asp-N)
Alternative proteases  
(Lys-C, Glu-C, Asp-N)

Смеси протеаз 
(например, Tryp/Lys-C)

Protease mixtures  
(e.g., Tryp/Lys-C)

«Быстрые» ферменты
Rapid digestion kits

Специфичность
Specificity

Высокая (по Lys, Arg)
High (by Lys, Arg)

Высокая,  
но для конкретных а.к.о.
High, but specific to a.a.r. 

Максимальная 
(минимизация 
пропусков гидролиза)
Maximum (minimization 
of hydrolysis gaps)

Высокая
High

Время гидролиза
Hydrolysis time

4–18 ч (стандарт)
4–18 hours (standard)

4–16 ч
4–16 hours

2–12 ч
2–12 hours

15–60 мин
15–60 min

Покрытие после-
довательности
Sequence coverage

Высокое, но возможны 
«слепые зоны»
High, but there may be 

“blind spots”

Высокое. Используются 
для устранения «слепых 
зон»
High. Used to eliminate 
blind spots

Очень высокое 
(покрытие >95%)
Very high (coverage 
>95%)

Высокое, сопостави-
мо с классическим 
подходом
High, comparable to 
the classical approach

Устойчивость 
к денатурирующим 
агентам
Resistance  
to denaturants

Низкая, требует 
разбавления 
мочевины / гуанидина 
гидрохлорида
Low, requires dilution 
with urea / guanidine 
hydrochloride

Высокая (особенно Lys-C)
High, especially Lys-C

Средняя/Высокая
Medium/High

Очень высокая в при-
сутствии сурфак-
тантов / хаотропных 
соединений
Very high in the pres-
ence of surfactants/
chaotropes

Риск артефактов
Risk of artifacts

Средний (риск деами-
дирования при дли-
тельной инкубации)
Medium (risk of deamida­
tion during prolonged 
incubation)

Средний
Medium

Пониженный за счет 
сокращения времени
Reduced due to time 
reduction

Минимальный 
за счет экспресс- 
протокола
Minimum due to 
express protocol

Таблица подготовлена автором с использованием источников [3, 5, 7, 10, 11, 17], приведенных в списке литературы / The table was prepared 
by the author using the sources [3, 5, 7, 10, 11, 17], which are given in the references list

Примечание. а.к.о. — аминокислотные остатки.
Note. a.a.r., amino acid residues.
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волны 280 нм, однако более информативным 
является флуориметрическое детектирование 
и МС‑анализ [5–7, 12, 13]. Для эффективно-
го разрешения пептидной смеси необходимо 
тщательно подобрать хроматографическую 
колонку [28]. Наиболее часто используют хро-
матографические колонки с фазой C18 таких 
производителей, как Waters (например, ACQUITY 
Premier BSM [3] или Acquity Premier BEH130 C18 
[5]); Thermo (например, Vanquish Acclaim C18 
[13] или MAbPac™ RP [21]); Agilent (например, 
Poroshell 120 EC C18 [7] или AdvanceBio Peptide 
Map [12]).

Разделение пептидной смеси проводят на ко-
лонках, заполненных сорбентами на основе си-
ликагелей, модифицированных гидрофобными 
группами c диаметром частиц 1,7–5 мкм [5, 27, 
10] и размером пор 100–130 Å [6, 28]. Длина 
аналитических колонок варьируется в пределах 
50–250 мм [7, 13]. ОФ ВЭЖХ на фазе С18 гид-
рофобных полипептидов обычно затруднена, 
поэтому в таких случаях используют колонки 
с меньшей длиной углеродной цепи связанной 
фазы (С8, С4) [13].

В качестве компонентов подвижной фазы 
наиболее часто используются разбавленная 
TFA [3, 5] и муравьиная кислоты (FA) [6, 12], 
смеси дифторуксусной (ДФУ) [10] или уксусной 
кислоты (AcOH)12 с водой и ацетонитрилом. TFA, 
FA и AcOH используются в качестве ион-парно-
го реагента, увеличивающего гидрофобность 
пептидов за счет образования ионных пар с их 
заряженными группами. Происходит увеличе-
ние сорбции пептидов на гидрофобной стаци-
онарной фазе и, следовательно, улучшается 
разделение за счет более длительного времени 
удерживания пептидов. Таким образом, на хро-
матограмме регистрируются симметричные пики 
без уширения, соответствующие элюируемому 
пептиду. Наиболее часто для разделения белков 
используется TFA ввиду высокой летучести, воз-
можности использования при проведении МС-
анализа и сродства к заряженному пептиду [28].

Для улучшения элюирования гидрофобных пеп-
тидов в подвижную фазу добавляют пропанол, 
изопропанол или другие модификаторы [10]. 
Однако спирты характеризуются более высо-
кой вязкостью, чем ацетонитрил, поэтому их 

добавление может привести к повышению дав-
ления и уширению пиков. Такие спирты характе-
ризуются собственным оптическим поглощени-
ем и требуют детектирования при длинах волн 
>220 нм, что приводит к снижению чувствитель-
ности детекции вследствие наложения сигна-
лов аналитов и растворителей. Для повышения 
разрешающей способности системы в качестве 
водного компонента подвижной фазы использу-
ют буферный раствор (рН 3,0–5,0), что улучша-
ет разделение пептидов, содержащих отрица-
тельно заряженные а.к.о., например остатки Glu 
и Asp [31].

Градиентное элюирование позволяет до-
стичь эффективного и быстрого разделения 
смеси пептидных фрагментов13. Разделение 
проводят при скорости подвижной фазы 
от 0,2–0,6 мл/мин [3, 5] с низкой скоростью из-
менения состава подвижных фаз и при темпера-
туре от 25 до 65 °C [5, 10, 13], что приводит к сни-
жению противодавления в колонке и уменьшает 
ширину регистрируемого хроматографического 
пика. В случаях высокой гидрофобности пепти-
дов для максимального извлечения требуется 
нагрев до 80 °C [23].

Идентификация пептидов
Определение молекулярной массы каждого 
продукта ферментативного расщепления бел-
ка с помощью масс-спектрометрии является 
наиболее простым методом идентификации 
белков. В большинстве случаев для ионизации 
образца используют ионизацию электрораспы-
лением (ESI) [3, 13, 25], а также матрично-ак-
тивированную лазерную десорбцию/иониза-
цию (MALDI). Затем полученные молекулярные 
массы пептидов сравниваются с теоретически 
рассчитанными молекулярными массами пеп-
тидов, которые должны образоваться при пол-
ном гидролизе белка определенной протеазой14. 
Для анализа данных пептидного картирования 
существует большое количество доступных 
компьютерных программ свободного доступа 
(табл. 2). Специализированные сайты, например 
база данных пептидных последовательностей 
нематод15 и база данных по ЛП DrugBank16, по
зволяют проводить поиск по белковым профи-
лям отдельных организмов. Наиболее часто ис-
пользуемым средством интерпретации данных 

12	Беккер Ю. Хроматография. Инструментальная аналитика. Методы хроматографии и капиллярного электрофореза. М.: Тех-
носфера; 2023. 

13	Там же. 
14	Hunter C, De Souza L, Seto C, et al. Single source solution for low flow chromatography. AB Sciex. 2019. https://sciex.com/tech-

notes/technology/single-source-solution-for-low-flow-chromatography
15	www.nematodes.org
16	https://www.drugbank.com

https://sciex.com/tech-notes/technology/single-source-solution-for-low-flow-chromatography
https://sciex.com/tech-notes/technology/single-source-solution-for-low-flow-chromatography
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пептидного картирования является программа 
Mascot17 [14, 18]. Для корректного определения 
пептидов, содержащих остатки Cys, которые об-
разуют дисульфидные мостики в нативном бел-
ке, а также для картирования положения этих 
мостиков целесообразно применять современ-
ные биоинформатические программы, включая 
MassMatrix [14].

Экспериментально полученные молекулярные 
массы пептидов сопоставляются с аминокис-
лотными последовательностями белков, пред-
ставленными в базах данных. Для сопоставле-
ния необходимо задать граничные значения: 
тип используемого молекулярного иона, предел 
погрешности при сопоставлении масс, тип ис-
пользуемой протеазы и количество допустимых 
негидролизованных сайтов расщепления, так-
сонометрическую принадлежность анализируе-
мого белка и in vitro модификации полученных 
пептидов. Для каждого найденного по этим па-
раметрам белка генерируется теоретический 
набор протеолитических пептидов и проводит-
ся сопоставление рассчитанных и полученных 
в эксперименте масс, на основании чего рас-
считывается индекс достоверности, а также ве-
личина покрытия последовательности18.

Идентификация белка основана на анализе ко-
личества совпадений между эксперименталь-
но определенной массой и массой пептидов, 

полученной из базы данных. Важно измерять 
молекулярные массы пептидов с высокой точно-
стью, поскольку погрешности при определении 
массы повышают процент ложных идентифи-
каций. Для высокоточного определения массы 
пептидов следует использовать времяпролет-
ные масс-спектрометры с высокой разрешаю-
щей способностью [3, 16] или масс-спектромет-
ры с орбитальной ионной ловушкой [6, 7, 21, 
23, 28]. Масс-спектрометры нового поколения 
сверхвысокого разрешения c ESI обеспечивают 
точность определения массы с погрешностью 
<0,0005%, например: TripleTOF 6600, SCIEX  — 
<0,0002%; Orbitrap Exploris 240, Thermo Fisher 
Scientific  — <0,0003%; TripleTOF 7600, SCIEX  — 
<0,0001%, что позволяет однозначно определять 
массы пептидов.

Регуляторные требования к методикам 
пептидного картирования
Несмотря на вариативность условий анали-
за, все методики пептидного картирования 
должны соответствовать регуляторным требо-
ваниям. Государственная фармакопея Россий
ской Федерации, Европейская фармакопея19, 
Фармакопея США20 и Фармакопея Китайской 
Народной Республики21 содержат гармонизиро-
ванные требования к разработке и валидации 
методик пептидного картирования. Критерием 
надежности методики является покрытие 

Tаблица 2. Доступное программное обеспечение для идентификации белков с помощью масс-фингерпринтинга пептидов

Table 2. Available software for protein identification by peptide mass fingerprinting 

Наименование программы
Software Program

Ссылка
URL

MultiIdent http://web.expasy.org 

Mascot http://www.matrixscience.com 

MS-Fit http://prospector.ucsf.edu 

ProteoMapper (PeptideAtlas) https://peptideatlas.org/map/

MassWiz http://sourceforge.net/projects/masswiz 

Protein Lynx Global SERVER http://waters.com 

MassMatrix http://cloud.massmatrix.bio 

MaxQuant http://maxquant.org 

Skyline http://skyline.ms 

FragPipe (MSFragger) http://fragpipe.nesvilab.org 

Proteome Discoverer https://www.thermofisher.com 
Таблица составлена автором на основе данных [32] с дополнениями / The table was prepared by the author based on the data [32] with additions

17	Лебедев A, Артеменко К, Самгина Т. Основы масс-спектрометрии белков и пептидов. М.: Техносфера; 2012.
18	Там же. 
19	2.2.55 Peptide mapping. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2021.
20	<1055> Biotechnology-derived articles — Peptide mapping. USP 43–NF 38. Rockville; 2009.
21	B05 — Peptide mapping. Pharmacopoeia of the People’s Republic of China. Beijing; 2020. 
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аминокислотной последовательности белков 
по ВЭЖХ с УФ-спектроскопическим детекти-
рованием ≥95%. На пептидной карте должны 
присутствовать пики всех пептидных фрагмен-
тов, содержащих участки, обеспечивающие 
фармакологическую активность индивидуаль-
ного белка или ЛС. Отсутствие отдельных пи-
ков обосновывают при разработке и валидации 
методики испытания и указывают в норматив-
ной документации на ЛС. Характеристические 
пики выбирают среди наиболее интенсивных 
и хорошо воспроизводимых сигналов, соответ-
ствующих гипервариабельным участкам белка 
(CDR участки). Разработку и аннотирование пеп-
тидного картирования допускается проводить 
на охарактеризованном внутреннем стандарт-
ном образце белка22.

Важно включение в методику испытания четких 
критериев соответствия, а также пределов до-
пустимого отклонения от них системы и оценки 
соответствия анализируемого белка стандарт-
ному образцу. Общие требования к критери-
ям соответствия, предъявляемым к методикам 
пептидного картирования, описаны в статье 
[31] и в фармакопее23. Необходимо оценивать 
соответствие полученной пептидной карты 
стандартного образца пептидной карте, при-
лагаемой к указанному стандартному образцу, 
а именно: общее число и последовательность 
пиков, их относительная интенсивность, на-
личие всех характеристических пиков24.

При разработке условий проведения хромато-
графии минимизируют коэлюирование и непол-
ное разрешение пиков, которые могут привести 
к снижению воспроизводимости хроматогра-
фического профиля белка в рамках рутинного 
контроля ЛС. Особенно это важно для крити-
ческих пар пиков, относящихся к гипервариа-
бельным сайтам, сайтам конъюгации или дру-
гим характеристическим последовательностям. 
Для критических пар устанавливают критерий 
к разрешению пиков, который будет обеспечи-
вать достоверную воспроизводимость площа-
дей или высот пиков в установленном диапазоне.

Прецизионность хроматографической системы 
оценивается по числовым показателям харак-
теристических пиков  — времени удерживания 
или относительного времени удерживания, ин-
тенсивности или относительной интенсивности 
характеристических пиков (высота или площадь 
пика), величине относительного стандартного 

отклонения. Отсутствие пиков в интервале, со-
ответствующем времени выхода пиков пеп-
тидных фрагментов идентифицируемого белка, 
на хроматограмме образца без исследуемого 
белка также необходимо подтверждать.

Все методики должны быть валидированы25. 
К критическим параметрам методики пептид-
ного картирования, подлежащим валидации, от-
носятся специфичность, разрешающая способ-
ность, прецизионность, устойчивость, а также 
полнота проведенного гидролиза. Учитывая ва-
риабельность пептидных карт, методика должна 
содержать все возможные примеры хромато-
грамм типичных пептидных карт стандартно-
го и испытуемого образцов с указанием пиков 
(групп пиков) характеристических пептидных 
фрагментов (реперных пиков). Присутствие 
на пептидной карте испытуемого образца пиков, 
несопоставимых с пептидной картой стандарт-
ного образца, кроме областей выхода реперных 
пиков, их количество, время выхода и интенсив-
ность (относительная интенсивность) должны 
быть обоснованы. Оценка подлинности ЛС долж-
на включать сравнение полученных пептидных 
карт испытуемого и стандартного образцов [31].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пептидное картирование остается ключевым 
инструментом подтверждения подлинности 
и качества современных биофармацевтических 
препаратов в полном соответствии с требовани-
ями руководств ICH и ведущих мировых фарма-
копейных статей. Несмотря на появление новых 
подходов к проведению пептидного картиро-
вания, методика остается сложной, многоста-
дийной и достаточно вариативной процедурой, 
которая должна соответствовать регуляторным 
требованиям.

Несмотря на доминирующую роль модифициро-
ванного рекомбинантного трипсина, развитие 
методологии смещается в сторону использова-
ния альтернативных протеаз и их комбинаций, 
что является критическим условием для до-
стижения полного покрытия аминокислотной 
последовательности. Систематизация совре-
менных подходов показала, что внедрение ком-
мерческих экспресс-систем и автоматизирован-
ных платформ на основе иммобилизованных 
ферментов наиболее перспективно для преодо-
ления методологической гетерогенности. Это 
позволяет сократить время пробоподготовки 

22	ОФС.1.7.2.0035.18 Пептидное картирование. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
23	Там же.
24	Там же.
25	ОФС.1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
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и минимизировать риски возникновения ана-
литических артефактов (таких как деамидиро-
вание или окисление), а также значительно по-
высить межлабораторную воспроизводимость 
результатов, что напрямую отвечает запросам 
регуляторных органов к валидации высокотех-
нологичных методов анализа.

Дальнейшее развитие области, вероятно, будет 
связано с интеграцией автоматизированных си-
стем online-протеолиза и алгоритмов глубокого 
обучения для интерпретации масс-спектромет-
рических данных, что окончательно закрепит 
статус пептидного картирования как высоко-
производительного промышленного стандарта.
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ВВЕДЕНИЕ. Трансфер микробиологических методик — важный раздел транс-
фера аналитических методик как части трансфера технологии между произ-
водственными площадками одной или разных фармацевтических компаний, 
а также в контрактные лаборатории. Регуляторные и организационные ас-
пекты передачи аналитических методик четко регламентированы и опи-
саны в научной литературе, в то время как трансфер микробиологических 
методик, не выделенный в отдельную область, часто сопряжен с рядом труд-
ностей, например с отсутствием специализированных помещений и квали-
фицированного персонала, разрешения на работу с патогенными микроор-
ганизмами и др.
ЦЕЛЬ. Создание алгоритма трансфера микробиологических методик анализа 
качества лекарственных средств с учетом особенностей выполнения отдельных 
этапов процедуры трансфера.
ОБСУЖДЕНИЕ. Трансфер методики представляет собой взаимовыгодный 
процесс как для принимающей лаборатории, так и для передающей стороны. 
При подготовке трансфера микробиологической методики стороны прово-
дят анализ и оценку рисков для качества по ряду критериев (оснащение ла-
боратории, персонал, документация СМК и др.), рассматривают возможности 
совмещения технологий, анализируют расхождения и вносят необходимые 
изменения. После этого составляют план трансфера, который содержит ме-
тодические особенности проведения валидационных испытаний, параметры 
и критерии приемлемости. Алгоритм трансфера микробиологических мето-
дик предполагает наличие аттестованных помещений, лицензии на работу 
с микроорганизмами 3–4 групп патогенности, обученного персонала по спе-
циальностям «Микробиология» и «Биобезопасность работы с микроорганиз-
мами». При этом передающая и принимающая стороны могут реализовы-
вать программы обучения персонала совместно. Фармакопейные методики 
в трансфере не нуждаются. При использовании альтернативной микробио-
логической методики требуются масштабные сравнительные валидацион-
ные исследования.
ВЫВОДЫ. Перенос микробиологических методик является наиболее критич-
ной частью процесса трансфера на фармацевтическом предприятии, которая 
базируется в настоящее время на ОФС.1.1.0030 ГФ РФ, ОФС.2.3.16.0 ФЕАЭС 
и Руководстве ЕЭК от 08.06.2021 № 11. В процедуру трансфера могут быть 
внесены обоснованные дополнения, касающиеся функционирования кон-
кретной лаборатории, включая микробиологический мониторинг, валидацию 
очистки и др.

Ключевые слова: трансфер технологии; микробиологическая методика; валидация; лекарственное 
средство; алгоритм; документация
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INTRODUCTION. The transfer of microbiological methods is an important aspect of 
analytical methods transfer as part of technology transfer between production sites 
of the same or different pharmaceutical companies, as well as to contract laborat-
ories. The regulatory and organizational aspects of analytical method transfer are 
clearly defined and described in the scientific literature, while the transfer of mi-
crobiological methods, when not specifically identified as a separate area, often 
presents a number of challenges, for instance lack of specialized premises and qual-
ified staff, permission to work with pathogenic microorganisms, etc.
AIM. Developing an algorithm for the transfer of microbiological methods for 
drug quality analysis, taking into account the specifics of individual transfer pro-
cedure steps.
DISCUSSION. Method transfer is a mutually beneficial process for both the re-
ceiving and the transferring parties. When preparing for the transfer of a micro-
biological method, the parties analyze and assess quality risks across a number 
of criteria (lab equipment, staff, QMS documentation, etc.), consider the possib-
ility of combining technologies, analyze discrepancies, and make any necessary 
changes. A transfer plan is then developed; it includes methodological specific-
ations for validation testing, parameters, and acceptance criteria. The microbi-
ological method transfer algorithm requires certified facilities, a license to work 
with microorganisms of pathogenicity groups 3–4, and trained staff specialized in 
microbiology and microbial biosafety. The transferring and receiving parties can 
jointly implement staff training programs. Official pharmacopoeial methods do 
not require transfer. Using alternative microbiological methods extensive compar-
ative validation studies are required.
CONCLUSIONS. The transfer of microbiological methods is the most critical part 
of the transfer process at a pharmaceutical company, which is currently based on 
OFS.1.1.0030 GF RF, OFS 2.3.16.0 FEAEU, and EEC Guideline No. 11 dated June 8, 
2021. Reasonable amendments to the transfer procedure may be made regarding 
the functioning of a specific laboratory, including microbiological monitoring, clea
ning validation, etc.
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ВВЕДЕНИЕ
С появлением высокотехнологичных лекар-
ственных препаратов, развитием инноваций 
и науки большое значение приобрел трансфер 
технологий, который способствует применению 
новых научных разработок и технологических 
достижений на практике [1]. Растущее количе-
ство научных работ в этой области свидетель-
ствует о мировом значении проблемы трансфе-
ра фармацевтических технологий (рис. 1).

Трансфер технологий включает три компонента: 
организационный, аналитический и технологи-
ческий. Организационный компонент охваты-
вает управленческую деятельность, связанную 
с изучением технологии, планированием пере-
дачи и разработкой соответствующей доку-
ментации; аналитический компонент относится 
к передаче методов контроля качества, техно-
логический фокусируется на фактической пере-
даче технологии производства готового продук-
та и ее валидации [2].

Трансфер методик анализа лекарственных 
средств (ЛС) играет чрезвычайно важную роль 

в процессах фармацевтического производства 
в Российской Федерации, странах Евразийского 
экономического союза и других государствах. 
Понятие «трансфер» определяют как передачу 
аналитической методики контроля лекарствен-
ного препарата (ЛП) как в рамках одной органи-
зации, так и за ее пределы (рис. 2) [3].

Регуляторные и организационные аспекты 
передачи аналитических методик (например, 
методик определения примесей) достаточ-
но подробно описаны в научной литературе 
[4–8] и четко отрегулированы1. Трансфер ми-
кробиологических методик, не выделенный 
в отдельную область, представляет собой важ-
ный раздел трансфера аналитических методик 
как части трансфера технологии. Несмотря 
на то что валидация различных микробиоло-
гических методик представляет собой хорошо 
изученную процедуру [9–12], трансфер ми-
кробиологических методик часто сопряжен 
с рядом трудностей, таких как отсутствие спе-
циализированных помещений и квалифициро-
ванного персонала, разрешения на работу с па-
тогенными микроорганизмами и др.

1	 Transfer of analytical procedures. WHO Technical Report Series, No. 961, Annex 7, WHO; 2011.
	 Good practice guide: Technology transfer. 3rd ed. ISPE; 2018.
	 <1224> Transfer of analytical procedures. USP 43 — NF 38. Rockville; 2019.
2	 https://www.lens.org

Рисунок подготовлен авторами на основании данных базы Lens.org / The figure is prepared by the authors based on data from the Lens.org 
database2

Рис. 1. Количество научных работ, посвященных трансферу фармацевтических технологий. Поисковый запрос: «pharmaceuti-
cal technology transfer»
Fig. 1. Number of scholarly work dedicated to the transfer of pharmaceutical technologies. Search key: “pharmaceutical technology 
transfer”
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Учитывая ключевое значение микробиологи-
ческих показателей качества для обеспечения 
безопасности применения ЛС, особого внимания 
требует передача микробиологических методик 
испытания качества ЛС от фармацевтического 
производителя, не имеющего микробиологиче-
ской лаборатории, в аккредитованную испыта-
тельную лабораторию.

Цель работы — создание алгоритма трансфера 
микробиологических методик анализа качества 
лекарственных средств с учетом особенно-
стей выполнения отдельных этапов процедуры 
трансфера.

Для достижения указанной цели были постав-
лены и последовательно решены следующие 
задачи:
1.  Изучение научной литературы, актуальной 
фармакопейной, нормативной и иной докумен-
тации, касающейся трансфера методик анализа 

качества ЛС, включая микробиологические 
методики.
2.  Разработка алгоритма трансфера микробио-
логических методик.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Нормативная база. Общие принципы 
трансфера микробиологических методик
Согласно документации Евразийского экономи-
ческого союза (ЕАЭС) трансфер (перенос) анали-
тических методик (ТАМ)  — документированная 
процедура, которая предоставляет полномочия 
лаборатории принимающей стороны исполь-
зовать аналитическую методику, разработан-
ную передающей стороной, с гарантией того, 
что принимающая сторона обладает знаниями 
и способностями выполнять анализ по методи-
ке, возможностью проводить испытания и аде-
кватно оценивать результат. При этом передача 
аналитической методики может выполняться 

 
Передача  

от производителя  
в аккредитованную 

лабораторию 
Transfer from the 

manufacturer to an 
accredited laboratory 

– от фармацевтического 
производителя, не имеющего 
микробиологической 
лаборатории,  
в аккредитованную 
испытательную лабораторию 
– from a pharmaceutical 
manufacturer that does not 
have a microbiological 
laboratory to an accredited 
testing laboratory 

 

Передача между разными 
производственными 

площадками 
Transfer between different   

production sites  

– с одного 
производственного участка 
на другой в пределах одной 
производственной площадки; 
– from one production area to 
another within the same 
production site; 
– с одной производственной 
площадки на другие  
в пределах одного 
производителя; 
– from one production site  
to another within the same 
manufacture; 
– между разными 
производственными 
площадками разных 
производителей 
– between different production 
sites of different manufacturers 

 
Перевод нового 

лекарственного средства 
с участка разработки  
на производство 

Transfer of a new drug from 
the development s ite 

 to production  

– опытно-промышленное 
производство для 
масштабирования 
технологии и наработки 
серий для клинических 
исследований; 
– pilot production for scaling 
up the technology and 
developing series for clinical 
trials;  
– коммерческое 
производство для массового 
выпуска продукции 
– commercial production for 
large turnout 

Рисунок подготовлен авторами с помощью BioRender.com / The figure was prepared by the authors by using BioRender.com

Рис. 2. Сценарии трансфера аналитических методик
Fig. 2. Transfer of analytical methods scenarios
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индивидуально, а может быть этапом переноса 
технологий, включая трансфер микробиологи-
ческих методик3.

Приказом Минздрава России от 20.07.2023 
№ 3774 утверждено XV издание Государственной 
фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ), со-
держащее ОФС.1.1.0030 «Перенос (трансфер) 
аналитических методик»5, в которой установ-
лены общие требования к проведению пере-
носа аналитических методик и правила со-
ставления документации трансфера, а также 
рассмотрены случаи, не требующие трансфера. 
Прямое указание на правила переноса микро-
биологических методик в ГФ РФ отсутствует, 
однако в подразделе «Термины и определе-
ния» ОФС.1.1.0030 дана расшифровка понятия 
«аналитические методики», согласно которо-
му в состав аналитических методик включают 
физические, химические, физико-химические 
и биологические методики. Поэтому стандарт-
ный подход при трансфере микробиологиче-
ских методик базируется на ОФС.1.1.0030, гар-
монизированной с ОФС.2.3.16.06 части 2 первого 
тома Фармакопеи ЕАЭС (ФЕАЭС).

Подход к трансферу на фармацевтическом 
производстве, описанный в ОФС.2.3.16.0 ФЕАЭС, 
носит рекомендательно-информационный ха-
рактер, что позволяет специалистам вносить 
обоснованные коррективы с учетом особенно-
стей конкретных предприятий и производствен-
ных технологий как в процесс трансфера, так 
и в его документальное оформление. Трансфер 
методики представляет собой взаимовыгодный 
процесс для обеих сторон7.
1.  Для принимающей лаборатории:
•	 освоение новой методики;
•	 обучение специалистов;
•	 использование валидированных методик 

для анализа образцов;
•	 подготовка пакета документации для аудита;
•	 подтверждение соответствия требовани-

ям Правил надлежащей производственной 
практики (GMP).

2.  Для передающей лаборатории:
•	 уверенность в качестве выполняемых испы-

таний;
•	 получение дополнительных данных для ана-

лиза тенденций и стабильности результатов;
•	 возможность делегировать проведение ана-

лиза другой лаборатории;
•	 ведение документации для регуляторных 

проверок.

Оценка осуществимости и подготовка 
трансфера микробиологической 
методики
При подготовке трансфера микробиологической 
методики стороны проводят анализ и оценку 
рисков для качества ЛП, в ходе которых, как пра-
вило, рассматривают возможности совмещения 
технологий и анализируют расхождения, в том 
числе с учетом таких факторов8, как:
•	 количество выполняемых анализов;
•	 особенности и критические компоненты обо-

рудования (например, фильтры, датчики тем-
пературы и давления и др.);

•	 механизмы закупки, приемки, входного 
контроля и управления материальными запа-
сами (тест-штаммы микроорганизмов, пита-
тельные среды, растворы реактивов, расход-
ные материалы и др.);

•	 валидационная политика в отношении ат-
тестации/квалификации чистых помещений, 
инженерных систем, оборудования и др.;

•	 особенности обращения с отходами различ-
ных классов опасности9;

•	 нормативные требования различных госу-
дарств при выполнении межгосударственно-
го трансфера.

На данном этапе могут производиться опытно-
промышленные (пилотные) серии ЛП с целью 
обучения персонала и выработки у персонала 
принимающей стороны навыков воспроизведе-
ния не только технологии, но и передаваемых 
методик. По результатам проведенной рабо-
ты по анализу рисков могут осуществляться 

3	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 77 «Об утверждении Правил надлежащей производственной практики Евразийского 
экономического союза». 

4	 Приказ Минздрава России от 20.07.2023 № 377 «Об утверждении общих фармакопейных статей и фармакопейных статей».
5	 ОФС.1.1.0030 Перенос (трансфер) аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. 

М.; 2023.
6	 2.3.16.0. Трансфер аналитических методик. Фармакопея Евразийского экономического союза. М.; 2024.
7	 Lievin S. Analytical method transfer: A practical step-by-step guide to compliance and efficiency. https://www.qbdgroup.com/

en/blog/analytical-method-transfer-steps
8	 2.3.16.0. Трансфер аналитических методик. Фармакопея Евразийского экономического союза. М.; 2024.
9	 Постановление Главного государственного санитарного врача Российской Федерации от 28.01.2021 № 3 «Об утвержде-

нии санитарных правил и норм СанПиН 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к содержанию терри-
торий городских и сельских поселений, к водным объектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосферному 
воздуху, почвам, жилым помещениям, эксплуатации производственных, общественных помещений, организации и про-
ведению санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий». 

https://www.qbdgroup.com/en/blog/analytical-method-transfer-steps
https://www.qbdgroup.com/en/blog/analytical-method-transfer-steps
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изменения и модификации методики, согла-
сованные обеими сторонами, проведенные 
через систему контроля изменений и надлежа-
щим образом оформленные.

Документальные и практические подходы 
к трансферу методик анализа качества ЛС опи-
саны в Руководстве ЕЭК от 08.06.2021 № 1110. 
Трансферу могут подлежать методики, предна-
значенные для контроля: активных фармацевти-
ческих субстанций (АФС); лекарственных препа-
ратов (твердых, мягких, жидких лекарственных 
форм, трансдермальных систем, форм для ин-
галяций); промежуточных продуктов; вспомо-
гательных веществ; внутрипроизводственного 
процесса (методики микробиологического мо-
ниторинга, валидации очистки и др.).

В таблице 1 Руководства ЕЭК от 08.06.2021 
№ 1111 приведены показатели качества, подле-
жащие трансферу. Определение микробио-
логической чистоты или стерильности преду-
смотрено для всех объектов анализа. Однако 
в примечании <3> к таблице 1 указано, что по-
зиция «Микробиологическая чистота» относится 
только к тем активным фармацевтическим суб-
станциям, которые поддерживают микробиоло-
гический рост. Вероятно, к таким образцам могут 
относиться АФС, обладающие бактерицидным 
или фунгицидным действием или определен-
ными физико-химическими свойствами (напри-
мер, низкой активностью воды), позволяющими 
исключить микробиологические показатели 
из спецификации. Важно отметить, что внесение 
подобных изменений должно быть обосновано 
и подтверждено материалами эксперименталь-
ных исследований.

Фармакопейные методики не нуждаются 
в трансфере [13]. Если фармакопейный метод 
допускает различное исполнение, а методика 
доработана и валидирована передающей сторо-
ной для конкретного производства, то трансфер 
такой методики необходим.

Особенности проведения трансфера 
микробиологической методики
В план проведения испытаний при переносе ми-
кробиологических методик необходимо внести 
следующее12.
1.  Аспекты анализа и оценки:
•	 обоснование требований к качеству и крите-

рии приемлемости, особенности пробопод-
готовки перед испытанием;

•	 валидационные (верификационные) пара-
метры и критерии их оценки;

•	 правила работы с результатами, выходящи-
ми за пределы спецификации, и требования 
в отношении последующих мероприятий 
при получении подобных результатов;

•	 способы приготовления посевного материа-
ла (инокулята) тест-микроорганизмов необ-
ходимой концентрации.

2.  Количество повторений  — испытание прово-
дят минимум в 3 повторностях.
3.  Условия проведения  — необходимо исполь-
зовать для каждой валидационной процедуры 
различных серий препарата как минимум 3 пи-
тательных среды для каждой валидационной 
повторности.
4.  Критерии приемлемости, установленные 
в зависимости от вида передаваемой методики.

При выполнении трансфера необходимо соблю-
дать документально оформленный, сплани-
рованный подход ко всем этапам разработки, 
производства и контроля качества ЛС при соблю-
дении принципов целостности данных и управ-
ления рисками для качества.

Участие в процессах специально обученного 
и квалифицированного персонала, работаю-
щего в рамках системы менеджмента качества 
(СМК), следует документально подтверждать, 
а успешность трансфера микробиологических 
методик оформлять на основании следующих 
критериев [14]:

•	 наличие документированного подтвержде-
ния способности специалистов выполнять 
микробиологический анализ, т.е. наличия на-
выков, знаний и умений у персонала прини-
мающей стороны;

•	 наличие специализированных помещений, 
квалифицированного специфического ми-
кробиологического оборудования и техниче-
ских средств, расходных материалов, пита-
тельных сред и необходимых реактивов;

•	 наличие всей разработанной документации 
СМК (СОП, апробированных методик, планов 
валидации, протоколов, отчетов и др.);

•	 соблюдение запланированного бюджета;
•	 валидация микробиологической методики 

принимающей стороной (при необходимости).

При проведении трансфера микробиологиче-
ских методик целесообразно учитывать вид 
микробиологических передаваемых методик 

10	Рекомендация Коллегии ЕЭК от 08.06.2021 № 11 «О Руководстве по трансферу технологий и (или) аналитических методик 
при производстве лекарственных средств».

11	Там же. 
12	Там же. 



235

Трансфер микробиологических методик анализа качества лекарственных средств
Гунар О.В., Сахно Н.Г.

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2026. Vol. 16, No. 2

(количественные, качественные методики 
или идентификация выделенных микроорганиз-
мов-контаминантов) [1, 3, 8].

Критериями успешного трансфера считают:
•	 для количественных методик — соответствие 

установленного содержания микроорганиз-
мов указанным в протоколе допустимым 
пределам;

•	 для качественных методик — отсутствие кон-
кретных (или абсолютно всех) недопустимых 
в ЛС микроорганизмов;

•	 для методик идентификации микроорганиз-
мов — достоверный результат теста опреде-
ления отдельных видов бактерий, дрожже-
подобных грибов рода Candida и др.

При передаче методики определения микро-
биологической чистоты ЛС перед проведени-
ем валидационных исследований определяют 
исходный уровень контаминации испытуемых 
образцов. При отсутствии в ЛС микроорга-
низмов-контаминантов модельные образцы 
целесообразно искусственно инокулировать 
определенным количеством тест-микроорга-
низмов, включая отдельные нормируемые виды 
бактерий (например, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus и др.), которые при транс-
фере необходимо выделить с требуемым уров-
нем правильности и прецизионности [10–13].

При подтверждении сторонами возмож-
ности выполнять анализ ЛС по показателю 
«Стерильность» целесообразно проводить ис-
пытания модельных образцов, не содержащих 
никаких микроорганизмов-контаминантов, т.е. 
стерильных препаратов. Выполнение указанно-
го испытания продемонстрирует навык и уме-
ние специалистов-микробиологов делать посев 
образца на определенные питательные сре-
ды в контролируемых асептических условиях 
класса А и получать достоверные результаты. 
Перед проведением исследований определяют 
антимикробное действие образца и при необ-
ходимости подбирают способы его устранения, 
доказывая применимость методики путем вери-
фикации13 [7, 11, 13].

При использовании альтернативной микробио-
логической методики требуются масштабные 
сравнительные валидационные исследования 

со статистическим расчетом всех параметров 
в соответствии с действующей ОФС «Валидация 
микробиологических методик»14.

Различия в полученных сторонами результатах, 
если это зафиксировано в протоколе трансфера, 
можно объяснить вариабельностью микробио-
логических исследований.

Алгоритм трансфера 
микробиологических методик
Изучение документации, рассмотрение ключе-
вых моментов переноса микробиологических 
методик и критериев успешности процесса по
зволяют перейти к алгоритму трансфера (рис. 3).

Глобальным риском передачи методик являются 
различия в трактовках нормативной докумен-
тации и методических подходах к выполнению 
испытаний ЛС у передающей и принимающей 
лабораторий [4]. В связи с этим ключевую роль 
в этом процессе играет оценка осуществимости 
и готовности к трансферу. Эта оценка включает 
в себя несколько блоков (рис. 3), среди которых 
особое значение имеют аудит принимающей сто-
роны и установление критериев принятия транс-
фера. Выбор стратегии трансфера и планирова-
ние сравнительных испытаний осуществляют 
на основании риск-ориентированного подхода, 
имеющего цель исключить недопонимания, не-
верные интерпретации и другие существующие 
разногласия между сторонами процесса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Перенос микробиологических методик  — это 
наиболее критичная часть процесса трансфе-
ра методик на фармацевтическом предприя-
тии, которая базируется по состоянию на 2026 г. 
на ОФС.1.1.0030 ГФ РФ15, ОФС.2.3.16.0 ФЕАЭС16 
и Руководстве ЕЭК от 08.06.2021 № 1117. В про-
цедуру трансфера могут быть внесены обос-
нованные дополнения, касающиеся функцио-
нирования конкретной лаборатории, включая 
микробиологический мониторинг, валидацию 
очистки и др.

Условиями применения алгоритма трансфе-
ра микробиологических методик являются 
наличие аттестованных помещений, наличие 
лицензии на работу с микроорганизмами 

13	ОФС.1.1.0021.18 Валидация микробиологических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
М.; 2018.

14	Там же.
15	ОФС.1.1.0030 Перенос (трансфер) аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. 

М.; 2023. 
16	2.3.16.0. Трансфер аналитических методик. Фармакопея Евразийского экономического союза. М.; 2024. 
17	Рекомендация Коллегии ЕЭК от 08.06.2021 № 11 «О Руководстве по трансферу технологий и (или) аналитических методик 

при производстве лекарственных средств».
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3–4 групп патогенности и обученного персо-
нала по специальностям «Микробиология» 
и «Биобезопасность работы с микроорганизма-
ми». При этом передающая и принимающая сто-
роны могут реализовывать программы обучения 
персонала совместно.

Трансфер альтернативной микробиологической 
методики требует выполнения валидационной 
процедуры, в то время как при передаче фар-
макопейной микробиологической методики до-
статочно проведения ее верификации принима-
ющей стороной.

Рисунок подготовлен авторами с помощью BioRender.com / The figure was prepared by the authors by using BioRender.com

Рис. 3. Алгоритм трансфера микробиологических методик
Fig. 3. Algorithm for the transfer of microbiological methods
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Требования к качеству
лекарственных

средств
Medicine quality

requirements

Установление / обоснование нормативных требований 
к микробиологическому качеству лекарственных средств с учетом 
способа их применения и формы 
Establishment / justification of regulatory requirements for the microbio-
logical quality of medicinal products, taking into account the method of 
their use and form

Выбор технологии /
методики

Technology/
methodology selection

• физико-химические свойства образца / physicochemical properties 
of the sample;

• антимикробное действие препарата / antimicrobial activity of the 
drug;

• предполагаемая контаминация / suspected contamination;
• ожидаемые параметры методики / expected method parameters

Критерии
принятия трансфера
Criteria for accepting

a transfer

• пробное испытание / a trial run;
• ожидаемые результаты (срок, бюджет) / expected results  

(timeframe, budget);
• готовность к изменениям / readiness for change;
• понимание целей и условий / understanding of goals and conditions

Стратегия
трансфера

Transfer strategy

Выбор подхода / Selecting an approach:
• сравнительное исследование / comparative study;
• совместная валидация / covalidation;
• повторная валидация / revalidation;
• отказ от трансфера (верификация) / non-transfer (verification)

План
трансфера

Transfer plan

Дизайн валидационного исследования, включающий / Validation 
study design, including:
• параметры и критерии приемлемости / parameters and acceptance 

criteria;
• методические особенности / methodological features;
• интерпретацию и статистическую обработку результатов / 

interpretation and statistical processing of results;
• работу с отклонениями / handling deviations

Вид методики
Type of technique

• количественное определение / quantitative determination;
• качественное определение / qualitative determination;
• идентификация микроорганизмов / microorganism identification

Аудит принимающей
стороны

Receiving site audit

• помещения / premises;
• персонал / personnel;
• система менеджмента качества / quality management system;
• ретроспективный анализ документации / retrospective analysis 

of documentation

Команда
пo трансферу
Transfer team

Роли и ответственность в процессе трансфера: руководство, 
обеспечение качества, исполнители и др.
Roles and responsibilities in the transfer process: management, quality 
assurance, implementers. etc.

Перенос методики 
Transfer of technique

Выполнение валидационных исследований в соответствии 
с планом
Conducting validation studies as planned

Оформление
Paperwork

Анализ выявленных отклонений / Analysis of identified deviations). 
Документальное оформление процесса трансфера (протокол и/или 
отчет) / Documentation of the transfer process (protocol and/or report)
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