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Разработаны оптимальные условия количественного анализа таблеток «Грандаксин» и таблеток «Феназепам», 
с использованием метода высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Нами в работе был использо-
ван хроматограф жидкостный микроколоночный «Милихром А-02», условия анализа: линейный градиент раство-
рителя – 3700 мкл от 5 до 70 %, скорость потока 100 мкл/мин в системе лития перхлорат, кислота хлорная, вода и 
ацетонитрил, температура 40º C. В качестве контрольных веществ были использованы субстанции фармацевти-
ческие тофизопама и феназепама. Проведена валидационная оценка предложенных условий. Метод характери-
зуется хорошей линейностью с коэффициентом корреляции 0,9984 для тофизопама и 0,9991 для феназепама в 
диапазоне концентраций 0,025- 0,5 мг/мл. По разработанной методике определена относительная ошибка – 1,9 %.
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Developed optimal conditions of quantitative analysis of tablets "Grandaxinum" and tablets "Fenazepam", using the 
method high-performance liquid chromatography. We used microcolony liquid chromatograph "milichrom A-02", condition 
analysis: gradient elution in the system lithium perchlorate, perchloric acid, water and acetonitrile, gradient linear 3700 mkl 
from 5 to 70 % at a flow rate of 100 mkl/min and a temperature of 40º C. Аs a standard substances were used pharmaceu-
tical substance tofizopama and phenazepam. Conducted a validation assessment of the proposed conditions. The method 
is characterized by good linearity with the correlation coefficient at 0.9984 for tofizopama and 0,9991 for phenazepam in 
the concentration range of 0.025 – 0.5 mg/ml. the relative error of determination by the developed technique does not 
exceed of 1.94 %.
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Âведение
Данные о потреблении лекарственных средств 

производных 1,4-бензодиазепина свидетельству-
ют, что до настоящего времени эти препараты 
остаются наиболее распространенными пси-
хотропными средствами. Показания к их назначе-
нию применительно к психическим расстройствам 
охватывают как субклинические, так и завершен-
ные психопатологические состояния [1].

Количественное определение – это заключи-
тельный этап фармацевтического анализа, основ-
ной задачей которого является выбор оптималь-
ного метода. Нормативная документация [6,7,8] 
рекомендует для количественного определения 
тофизопама и феназепама в таблетках спектро-
фотометрический метод с использованием рабо-
чего стандартного образца (РСО). Хроматографи-
ческие методы в количественном анализе приоб-
рели в настоящее время большую актуальность, 
в частности высокоэффективная жидкостная хро-
матография [4,5,9]. Метод дает возможность раз-
делить малые количества веществ без каких-либо 
ограничений по их физико-химическим свойствам. 
Однако активное применение ВЭЖХ в повседнев-
ной практике ограничено некоторыми причинами, 
одна из которых – отсутствие унифицированных 
методик анализа [10].

Цель настоящей работы – разработать условия 
и провести валидацию методики количественного 
анализа тофизопама и феназепама в лекарствен-
ных формах методом ВЭЖХ.

Материалы и методы исследования
В данной работе был использован хроматограф 

жидкостный микроколоночный «Милихром А-02» 
(ЗАО «ЭкоНова», Новосибирск), детектор ультра-
фиолетовый спектрофотометрический, прибор 
укомплектован стальной колонкой (75х2 мм), кото-
рая заполнена обращенной фазой ProntoSIL-120-
5-C18 AQ ("BischoffAnalysentechnikundGerateGm
bH", Германия) с размером частиц 5 мкм. Эффек-
тивность колонки  – 3500 т.т., температура 40°С. 
В ходе пробоподготовки были использованы: рН 
метр «Анион 4100» (РФ), центрифуга «Eppendorf» 
(Германия), а так же субстанции тофизопама и 
феназепама в качестве стандартных (контроль-
ных) веществ. Содержание основных веществ в 
субстанциях не ниже 98 %. В качестве растворите-
лей использовали: лития перхлорат, ацетонитрил 
«о.с.ч» (сорт  1) фирмы «Криохром» (Санкт-Петер-
бург), кислоту хлорную, спирт метиловый, квали-
фикации не ниже «х.ч». Воду очищенную допол-
нительно обрабатывали, для этого применяли 
систему «Norganic, Millipore Corporation» (США). 
Для расчета достоверности были использованы 
критерии Стьюдента и Фишера [3] Рассчитанное 
значение критериев сравнили с граничным. Эмпи-
рическое значение критерия равняется критиче-
скому значению р=0,05. 

Результаты исследования и обсуждение
Молекулы исследуемых лекарственных препа-

ратов проявляют основные свойства за счет ато-
мов азота с неподеленной парой электронов, что 
ведет к асимметрии их пиков на хроматограмме 
при нейтральных рН элюента. В связи с этим в ра-
боте использован полимерный сорбент ProntoSIL-
120-5-C18 AQ, не проявляющий ионообменных 
свойств, что позволяет получать симметричные 
хроматографические пики основных соединений. 
Подвижная фаза состоит из двух элюентов: элю-
ент А – [4 M LiClO4–0,1 M HClO4] – H2O (5 : 95); 
элюент Б – ацетонитрил. Эти элюенты обладают 
высокой прозрачностью в коротковолновой обла-
сти УФ-спектра и не содержат УФ-поглощающие 
примеси, проявляющиеся в виде "лишних" пиков 
на хроматограмме. Лития перхлорат в подвижной 
фазе способствует значительному улучшению 
формы и уменьшению ширины хроматографиче-
ских пиков протонированных аминов (кислая сре-
да, рН 2.8), что связано с подавлением ионооб-
менных взаимодействий с остаточными силаноль-
ными группами адсорбента в присутствии катио-
на-конкурента Li+ [2]. Таким образом, для анализа 
таблеток тофизопама и феназепама была выбра-
на обращенно-фазовая хроматография. 

Установлено, что исследуемые вещества в 
предложенных условиях хроматографируются в 
виде симметричных пиков. Свидетельством этого 
являются значения коэффициентов асимметрии, 
которые рассчитали на уровне 10 % высоты пиков. 
Коэффициенты асимметрии для определяемых 
соединений не превышают 1,5 (1,24- для тофи-
зопама и 1,42- для феназепама). Таким образом, 
выбранные нами составы сорбента и элюента яв-
ляются оптимальными для анализа тофизопама и 
феназепама.

Для регистрации УФ-спектров использовали 
стандартные растворы определяемых веществ с 
концентрацией 0,5 мг/мл. В качестве растворите-
ля был использован спирт метиловый. Спектры 
регистрировали во время хроматографического 
анализа после остановки потока вблизи макси-
мума пика в интервале длин волн 190 – 360 нм с 
шагом 2 нм. Для нормирования спектров длина 
волны 210 нм была выделена в качестве базовой 
[10]. Нормированные спектры тофизопама и фе-
назепама представлены на рис.1 и 2.

Длины волн максимального, минимального по-
глощения и детектирования тофизопама и фена-
зепама приведены в табл. 1.

Длины волн 220, 280, 300 нм использовались в 
качестве дополнительных, для расчета спектраль-
ных отношений, применение которых для иден-
тификации пиков существенно повышает надеж-
ность идентификации исследуемых препаратов в 
пробах [10]. Хроматограммы стандартных раство-
ров тофизопама и феназепама представлены на 
рисунках 3 и 4.

Времена удерживания тофизопама и фена-
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зепама составляет 25,68 и 27,41 минут соответ-
ственно.

 Спектральные отношения основных хромато-
графических пиков для исследуемых соединений, 
рассчитанные как отношение площадей пиков, за-
фиксированые при длинах волн lх и l210 приведены 
в табл. 2.

Проанализировав растворы модельных сме-
сей с различными концентрациями тофизопама и 
феназепама, осуществили оценку линейности ме-
тода. Коэффициент корреляции составил 0,9984 
для тофизопама и 0,9991 для феназепама в диа-
пазоне концентраций 0,025–0,5 мг/мл, что свиде-
тельствует о хорошей линейности. 

Данные условия были использованы для раз-
работки методик количественного анализа тофи-
зопама и феназепама в таблетках с использовани-
ем внешнего стандарта, посредством сравнения 
площадей пиков исследуемых веществ и стан-
дартных образцов. В качестве образца сравне-
ния использовали фармацевтические субстанции 

тофизопама и феназепама, перекристаллизован-
ные из спирта метилового, содержание основного 
вещества в которых не ниже 99,9 %. Для расчета 
использовали программное обеспечения «Муль-
тиХром» (ЗАО «Амперсенд» г. Москва). Резуль-
таты количественного определения исследуемых 
веществ в лекарственной форме представлены в 
табл. 3.

Относительная ошибка определения исследуе-
мых веществ по разработанной методике не пре-
вышает 1,9 %.

Проведена валидационная оценка предложен-
ных условий для количественного определения 
исследуемых веществ в лекарственных формах 
(табл. 4).

Результаты, представленные в табл.4 показы-
вают, что разработанные методики пригодны для 
анализа. Найденное содержание действующих ве-
ществ в таблетках соответствует требованиям нор-
мативной документации [6,7,8]. Таким образом, для 
количественного определения тофизопама и фена-
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Рис.2. Нормированный УФ-спектры феназепама

Рис. 3. Хроматограмма стандартного раствора 
тофизопама с концентрацией 0,5 мг/мл в метаноле.

Рис. 4. Хроматограмма стандартного раствора 
феназепама с концентрацией 0, 5 мг/мл в метаноле.
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Рис.1. Нормированный УФ-спектры тофизопама
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Таблица 1
Длины волн максимального, минимального поглощения и детектирования 

тофизопама и феназепама. Растворитель: MeCN-0,2 М LiClO4 (pH 2,8)

Определяемое вещество lмах,нм lмiх,нм lдет,нм
Тофизопам 208 плато 230, 280 210, 230, 240, 250, 260
Феназепам 230, 314 214, плато 292

Таблица 2 
Спектральные отношения для тофизопама и феназепама.  

Растворитель: MeCN- 0,2 М LiClO4 (pH 2,8)

Определяемое
соединение

Время 
удерживания,

TR, мкл

Спектральное отношение, А(l

А220/А210 А230/А210 А240/А210 А250/А210 А260/А210 А280/А210 А300/А210

Тофизопам 2535 0,677 0,474 0,454 0,451 0,404 0,145 0,243
Феназепам 2709 1,002 1,067 0,840 0,508 0,305 0,060 0,055

Таблица 4
Результаты валидационной оценки разработанной методики количественного 

определения тофизопама и феназепама в лекарственных формах

Параметры Критерии
Результаты испытания

тофизопам феназепам
Специфичность методика специфична методика специфична

Пригодность хроматографической системы

Эффективность колонки не менее
3000 т.т. 3500 т.т. 3500 т.т.

Коэффициент асимметрии 
пика не более 2 1,24 1,42

Прецизионность:
Сходимость
Воспроизводимость

RSD≤ 2,0 %
RSD≤ 2,0 %

1,47
2,11

1,94
2,32

Правильность tвыч < tтаб
(tтабл =2,45), n=7 0,35 2,07

Линейность результатов r ≥ 0,990 0,9984 0,9991

Стабильность раствора индивидуально в течение суток в течение суток

Таблица 3 
Количественное определение тофизопама и феназепама в таблетках

Лекарственная 
форма № серии X, г

Метрологические характеристики
(n=7, P=95 %)

X, % S2 S Sx
D Е % Sr

Грандаксин, 
таблетки 50 мг

6116А1113 0,0498 99,68 1,96 1,40 0,53 1,29 1,29 0,014
1571А0114 0,0501 100,21 2,54 1,59 0,60 1,47 1,47 0,016
6107А0113 0,0499 99,89 1,47 1,21 0,46 1,12 1,12 0,012

Феназепам, 
таблетки 1 мг

550512 0,0009 99,58 2,74 1,66 0,63 1,53 1,54 0,017
630512 0,0009 98,39 4,26 2,06 0,78 1,91 1,94 0,021
810612 0,0009 99,83 1,95 1,40 0,53 1,29 1,29 0,014
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зепама в лекарственных формах нами предложен 
метод высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии с УФ-детекцией при определенных условиях.
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ПОКАЗАÒЕЛИ ДЕНСИÒОМЕÒРИИ КОСÒНОЙ ÒКАНИ У ЖЕНЩИН 
Â ПОСÒМЕНОПАУЗАЛЬНОМ ÂОЗРАСÒЕ Â ЗАÂИСИМОСÒИ 

ОÒ ПОЛИМОРФИЗМА RS9594738 (C>T) ГЕНА TNFSF11

Кафедра клинической иммунологии, аллергологии и эндокринологии Донецкого национального медицинского 
университета им. М. Горького, 283003, г. Донецк, пр. Ильича, 16; тел. +38-095-578-72-27. 
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Изучены показатели минеральной плотности костной ткани различных участков скелета у 483 женщин пост-
менопаузального возраста в зависимости от генотипа полиморфизма rs9594738 (C>T) гена TNFSF11. Установ-
лено, что женщины, имеющие генотипы СТ и ТТ, по сравнению с обладателями генотипа СС, характеризуются 
существенно сниженными (Р<0,001 – P=0,026) показателями денситометрии в зоне поясничных позвонков L1-L4, 
проксимальных отделов левой и правой бедренных костей, в том числе шеек левого и правого бедра, а также дис-
тального отдела костей предплечья. Результаты исследования могут быть использованы при разработке критериев 
для выявления предрасположенности к развитию постменопаузального остеопороза и повышения эффективности 
лечебно-профилактических мероприятий.

Ключевые слова: ген TNFSF11, rs9594738, женщины, постменопауза, остеопороз.
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BONE DENSITOMETRY INDICATORS IN POSTMENOPAUSAL WOMEN DEPENDING ON TNFSF11 
GENE RS9594738 (C>T) POLYMORPHISM
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Indexes of bone tissue mineral density of various sites of skeleton at 483 postmenopausal women depending on 
genotype of TNFSF11 gene rs9594738 (C>T) polymorphism were studied. It was established that women, who had CT and 
a TT genotypes in comparison with CC genotype owners were characterized by significantly lowered (Р<0,001 – P=0,026) 
densitometry indexes in zone of L1-L4 lumbar vertebrae, left and right proximal femoral departments, including left and 
right femoral necks, and also forearm bones distal department. Results of this research can be used for development of 


