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РозРобка і валідація методики кількісного 
визначення ацикловіРу та міРамістину у складі 
м’якої лікаРської фоРми

Актуальність. Основними компонентами лікарського препарату, які впливають на його 
якість, ефективність і безпеку, є активні фармацевтичні інгредієнти. До складу комбінованих 
лікарських препаратів входять діючі речовини, фармакологічний ефект яких може бути направ-
лений на один або декілька аспектів патогенетичного процесу. При цьому активні фармацев-
тичні інгредієнти можуть мати як подібні, так і відмінні фізико-хімічні властивості. У розроб-
ці нового лікарського засобу для лікування герпесвірусних захворювань нами використано 
субстанції ацикловір та мірамістин. Важливим етапом у комплексі науково-дослідних робіт зі 
створення нового лікарського препарату є стандартизація, що передбачає визначення вимог 
до якості використовуваних субстанцій.

Метою роботи є розробка і валідація методики одночасного кількісного визначення аци-
кловіру та мірамістину, що є діючими речовинами нового комбінованого препарату.

Результати. Значення коефіцієнтів кореляції для ацикловіру та мірамістину відповідає вимо-
гам критерію прийнятності й підтверджує лінійну залежність між «введеною» і «виявленою» 
кількістю досліджуваних речовин у всьому діапазоні досліджуваних концентрацій (80-120 %). 
З’ясовано, що методика визначення діючих речовин задовольняє вимоги прецизійності на рівні 
збіжності. За допомогою високоефективної рідинної хроматографії визначено, що вміст ацикловіру 
в досліджуваній формі становить від 47,5 мг до 52,5 мг, а вміст мірамістину – від 4,75 мг до 5,25 мг.

Висновки. Розроблено методику кількісного визначення ацикловіру та мірамістину в м’якій 
лікарській формі з використанням методу високоефективної рідинної хроматографії. Прове-
дені валідаційні характеристики підтверджують специфічність, лінійність, прецизійність та 
правильність запропонованої методики.

Ключові слова: стандартизація; ацикловір; мірамістин; кількісне визначення; валідація 
методики
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Development anD valiDation of the methoD for the quantitative 
Determination of acyclovir anD miramistin in a soft Dosage form 
Topicality. The main components of a drug affecting its quality, efficacy and safety are active 

pharmaceutical ingredients. Combined drugs include active substances, which pharmacological ef-
fect can be directed to one or more aspects of the pathogenetic process. Active pharmaceutical ingre-
dients can have both similar and different physicochemical properties. When developing a new drug for 
the treatment of herpes viral diseases we used the substances acyclovir and miramistin. An important 
stage in the complex of research works on creation of a new drug is standardization, which includes 
setting the requirements for the quality of the substances used.

Aim. To develop and validate the method for the simultaneous quantification of acyclovir and 
miramistin, which are the active substances of a new combined drug.

Results. The value of the correlation coefficients for acyclovir and miramistin satisfies the re-
quirements of the acceptance criterion and confirms the linear relationship between the “introduced” 
and “found” amount of test substances within the whole range of the concentrations studied (80-120 %). 
It has been found that the method of determination of active substances meets the requirements of 
precision at the level of convergence. Using high performance liquid chromatography it has been de-
termined that the content of acyclovir in the test form is in the range from 47.5 mg to 52.5 mg, while 
the content of miramistin – from 4.75 mg to 5.25 mg.

Conclusions. The method for the quantitative determination of acyclovir and miramistin in the 
soft dosage form using high performance liquid chromatography has been developed. The validation 
characteristics studied confirm specificity, linearity, precision and accuracy of the method proposed.
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РазРаботка и валидация методики количественного опРеделения 
ацикловиРа и миРамистина в составе мягкой лекаРственной фоРмы 
Актуальность. Основными компонентами лекарственного препарата, которые влияют 

на его качество, эффективность и безопасность, являются активные фармацевтические ин-
гредиенты. В состав комбинированных лекарственных препаратов входят действующие ве-
щества, фармакологический эффект которых может быть направлен на один или несколько 
аспектов патогенетического процесса. При этом активные фармацевтические ингредиенты 
могут иметь как одинаковые, так и разные физико-химические свойства. При разработке но-
вого лекарственного средства для лечения герпесвирусных заболеваний нами использованы 
субстанции ацикловир и мирамистин. Важным этапом в комплексе научно-исследователь-
ских работ по созданию нового лекарственного препарата является стандартизация, которая 
включает установление требований к качеству используемых субстанций.

Цель работы – разработка и валидация методики одновременного количественного опре-
деления ацикловира и мирамистина, которые являются действующими веществами нового 
комбинированного препарата.

Результаты. Значение коэффициентов корреляции для ацикловира и мирамистина удов-
летворяет требованиям критерия приемлемости и подтверждает линейную зависимость между 
«введенным» и «найденным» количеством исследуемых веществ во всем диапазоне исследуе-
мых концентраций (80-120 %). Установлено, что методика определения действующих веществ 
удовлетворяет требованиям прецизионности на уровне сходимости. С помощью высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии определено, что содержание ацикловира в исследуе-
мой форме находится в интервале от 47,5 мг до 52,5 мг, а содержание мирамистина – от 4,75 мг 
до 5,25 мг.

Выводы. Разработана методика количественного определения ацикловира и мирамисти-
на в мягкой лекарственной форме с использованием метода высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии. Проведенные валидационные характеристики подтверждают специфич-
ность, линейность, прецизионность и правильность предложенной методики.

Ключевые слова: стандартизация; ацикловир; мирамистин; количественное определение; 
валидация методики

ПОСТАНОВКА ПРОБЛЕМИ
Відповідно до вимог Державної фармакопеї  

України (ДФУ) методики кількісного визначен-
ня лікарських речовин, що належать до мето-
дик контролю якості на лікарські засоби (ЛЗ), 
мають бути валідовані. Крім того, валідація ана- 
літичних методик є обов’язковою вимогою на-
лежної виробничої практики. Головною метою 
валідації аналітичної методики є експеримен-
тальний доказ того, що  методика придатна для 
розв’язання передбачуваних завдань. Методи-
ки контролю якості повинні бути точними та 
відтворюваними. В Україні є чинними норма-
тивні документи зі стандартизації активних фар- 
мацевтичних інгредієнтів і готових ЛЗ, гармоні-
зовані з нормативними документами Європей-
ського Союзу (ЄС), ICH, PIC, PIC/S. Ці доку-
менти актуалізуються відповідно до стратегії 
інтеграції України в ЄС [1, 2].

Тому обов’язковим етапом у розробці но-
вого ЛЗ є стандартизація, яка передбачає ви-
значення якості лікарського препарату (ЛП), що  
відповідає вимогам нормативно-технічної до-
кументації і ДФУ [3].

АНАЛІЗ ОСТАННІХ ДОСЛІДЖЕНЬ  
І ПУБЛІКАЦІЙ

Аналіз публікацій засвідчує перспективність  
застосування ацикловіру та мірамістину в те- 
рапії герпесвірусних захворювань [4]. Як дово- 
дять результати маркетингових досліджень, ви-
робники ЛЗ для лікування герпесвірусних хво-
роб на фармацевтичний ринок України поста-
чають монопрепарати (94 %) [5]. Проте відомо, 
що комбіновані ЛЗ уможливлюють вплив на різні 
ланки патогенезу захворювання. Отже, актуаль- 
ність створення комбінованого ЛП та розроб-
ка методик кількісного визначення діючих ре-
човин не викликає сумнівів.

ВИДІЛЕННЯ НЕ ВИРІШЕНИХ РАНІШЕ 
ЧАСТИН ЗАГАЛЬНОЇ ПРОБЛЕМИ

Фармакологічні дослідження довели, що по- 
єднання субстанції ацикловіру з мірамістином  
у м’якій лікарській формі (МЛФ) суттєво ско-
рочує тривалість герпесвірусного захворюван- 
ня [6]. Доцільними були розробка методик кіль-
кісного визначення діючих речовин та прове-
дення валідації аналітичної методики.
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ФОРМУЛЮВАННЯ ЦІЛЕЙ СТАТТІ
Метою нашої роботи є розробка і валідація 

методики кількісного визначення ацикловіру та  
мірамістину в м’якій лікарській формі для за-
стосування в схемі комплексного лікування гер-
песвірусних хвороб.

ВИКЛАДЕННЯ ОСНОВНОГО  
МАТЕРІАЛУ ДОСЛІДЖЕННЯ

Об’єктом досліджень є МЛФ, яка містить у 
своєму складі діючі речовини ацикловір (фір-
ми «TEVA Pharmaceutical and Chemical (Hang-
zhou) Co., Ltd», Китай) та мірамістин (фірми  
ТОВ «Інфамед», Росія). Кількісний вміст ацикло- 
віру і мірамістину запропоновано визначати ме- 
тодом високоефективної рідинної хроматогра-
фії (ВЕРХ), яка дозволяє отримувати результа-
ти швидко, із високою точністю та надійністю 
[7, 8]. Дослідження проводили з використанням  
аналітичного обладнання: хроматографа фірми  
«Waters 2487» (США), ваг BA-210S фірми «Sar-
torius» (Німеччина), мірного посуду класу А.

Використовували такі умови хроматографу- 
вання: хроматографічна колонка Waters Spheri- 
sorb CNRP розміром (4,6 х 250) мм, заповнена 
сорбентом з розміром частинок 5 мкм. Як рухо-
му фазу використовували суміш ацетонітрил 
Р – буферний розчин рН 5,0 (50:50). Швидкість 

потоку –1,0 мл/хв, температура колонки 30 оС. 
Детектування за довжини хвилі 265 нм.

Основними валідаційними характеристика-
ми є: специфічність, лінійність, прецизійність 
і правильність.

Специфічність тесту для ВЕРХ підтверджу- 
ється тим, що час утримування піка ациклові-
ру та мірамістину на хроматограмі випробува-
ного розчину (рис. 1) збігається з часом утри- 
мування цих піків на хроматограмі розчину по-
рівняння (рис. 2).

Відповідно до вимог ДФУ діапазон застосу- 
вання методики для тесту «Кількісне визначен- 
ня» має бути в межах від 80 % до 120 % щодо но- 
мінального значення. Досліджувані концентра- 
ції наведено в «нормалізованих» координатах, 
тобто в процентах до номінального значення 
(рис. 3, 4).

На рис. 3 зображено лінійну залежність пло-
щі піка від концентрації ацикловіру в нормалі-
зованих координатах.

На рис. 4 наведено лінійну залежність пло-
щі піка від концентрації мірамістину в норма-
лізованих координатах.

Розрахування параметрів лінійної залеж-
ності Yi = bXi + a для ацикловіру та мірамістину 
було виконано методом найменших квадратів. 
Результати наведено в табл. 1 і 2.

Рис. 1 Хроматограма випробовуваного розчину

Рис. 2 Хроматограма розчину порівняння
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Linear Regression for Data1_B:

Y = A + B * X

---------------------------------

Param Value sd

---------------------------------

A 1,8832 1,8181

B 0,9769 0,018
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Рис. 3 Лінійна залежність площі піка від концентрації ацикловіру  
в нормалізованих координатах
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Рис. 4 Лінійна залежність площі піка від концентрації мірамістину  
в нормалізованих координатах

Таблиця 1

МЕТРОЛОГІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ ЛІНІЙНОЇ ЗАЛЕЖНОСТІ ДЛЯ АЦИКЛОВІРУ

Параметри Значення Критерій Висновок 
b 0,9769 – –
Sb 0,018 – –

a 1,8832 1) ≤ 1,8946 • Sa = |3,57|
2) якщо не виконується 1), то ≤ |2,6| 

Відповідає
Відповідає

Sa 1,8181 – –
Sr(RSD0) 0,69895 –

S0 (RSD0/b) 0,72 ≤ 84 Відповідає
r 0,99881 ≥ 0,9981 Відповідає
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Розрахування параметрів лінійної залежнос-
ті було виконано за даними табл. 3 та 4.

Лінійність методики характеризують такі кри- 
терії прийнятності, як коефіцієнт кореляції (r) 
та вільний член лінійної залежності для розрахо-
ваної регресійної прямої (а), що характеризує  
систематичну похибку аналізу. Вільний член пря- 

мої, розрахований для ацикловіру 1,8832, має 
задовольняти критерій статистичної незначущос-
ті, тобто ≤ 3,57 (для мірамістину 0,19671 ≤ 0,85). 
Високе значення коефіцієнтів кореляції r для 
ацикловіру 0,99881 та для мірамістину 0,99993 
задовольняє вимоги критерію прийнятності й  
підтверджує лінійну залежність між «введеною»  

Таблиця 2

МЕТРОЛОГІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ ЛІНІЙНОЇ ЗАЛЕЖНОСТІ ДЛЯ МІРАМІСТИНУ

Параметри Значення Критерій Висновок 
b 0,99262 – –
Sb 0,00448 – –

a 0,19671 1) ≤ 1,8946 • Sa = |0,85|
2) якщо не виконується 1), то ≤ |2,6| 

Відповідає
Відповідає

Sa 0,45096 – –
Sr(RSD0) 0,17321 –

S0 (RSD0/b) 0,17 ≤ 84 Відповідає
r 0,99993 ≥ 0,9981 Відповідає

Таблиця 3

РЕЗУЛЬТАТИ АНАЛІЗУ МОДЕЛЬНИХ СУМІШЕЙ І ЇХ СТАТИСТИЧНА ОБРОБКА  
ДЛЯ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ АЦИКЛОВІРУ

№ модельного 
розчину

Введено в % до концентрації
розчину порівняння 

(Хі = Сі/Сst, %)

Виявлено в % до концентрації 
розчину порівняння

(Yі = Sі/Sst, %)

Виявлено в % до введеного
(Zi = Yi/Xi, %)

1 80,10 80,88 100,97
2 85,17 85,65 100,56
3 90,18 88,73 98,39
4 95,19 94,90 99,69
5 100,20 98,92 98,72
6 105,21 104,83 99,64
7 110,22 109,51 99,35
8 115,23 114,88 99,70
9 120,24 119,56 99,43

Середнє, Zср, % 99,61
Відносне стандартне відхилення, RSDz, %

 
 
 

 

RSDZ (%) =
n – 1

2
n

i=1� (Z – Z)i

n – 1

0,81

Відносний довірчий інтервал
Δ (%) = t(95%, 8) • RSDz = 1,8595 • 0,81 1,50

Критичне значення для збіжності результатів ΔAs, %
(гранична невизначеність) 1,6

Оцінка збіжності: 1,50 < 1,6
Систематична похибка Δ = |Zср – 100| 0,39

Критерій незначущості систематичної похибки:
1) Статистична незначущість:

Δ / 3 = 0,39 / 3 = 0,13    0,39 > 0,13 Не виконується

2) Практична незначущість:
якщо не виконується 1), то ≤ 0,51 > 0,39 Виконується

Загальний висновок про методику Коректна
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Таблиця 4

РЕЗУЛЬТАТИ АНАЛІЗУ МОДЕЛЬНИХ СУМІШЕЙ І ЇХ СТАТИСТИЧНА ОБРОБКА  
ДЛЯ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ МІРАМІСТИНУ

№ модельного 
розчину

Введено в % до концентрації
розчину порівняння 

(Хі = Сі/Сst, %)

Виявлено в % до концентрації 
розчину порівняння

(Yі = Sі/Sst, %)

Виявлено в % до введеного
(Zi = Yi/Xi, %)

1 79,81 79,26 99,31
2 84,80 84,42 99,55
3 89,78 89,35 99,52
4 94,77 94,43 99,64
5 99,76 99,03 99,27
6 104,75 104,23 99,50
7 109,74 109,29 99,56
8 114,72 114,21 99,55
9 119,71 118,76 99,21

Середнє, Zср, % 99,46
Відносне стандартне відхилення, RSDz, %

 
 
 

 

RSDZ (%) =
n – 1

2
n

i=1� (Z – Z)i

n – 1

0,15

Відносний довірчий інтервал 0,28
Δ (%) = t (95%, 8) • RSDz = 1,860 • 0,15

Критичне значення для збіжності результатів ΔAs,
(гранична невизначеність) 1,6

Оцінка збіжності: 0,28 < 1,6
Систематична похибка Δ = |Zср – 100| 00,50

Критерій незначущості систематичної похибки:
1) Статистична незначущість:

Δ / 3 = 0,54 / 3 = 0,50 < 0,28 Не виконується

2) Практична незначущість:
якщо не виконується 1), то ≤ 0,51 > 0,50 Виконується

Загальний висновок про методику Коректна

і «виявленою» кількістю досліджуваних речо-
вин в усьому діапазоні досліджуваних концен-
трацій (80-120 %) [9, 10].

Правильність або точність методики харак- 
теризує ступінь відповідності між відомим значен-
ням і значенням, одержаним за цією методикою. 
Правильність методики перевірено методом «вве-
дено-виявлено». Результати визначення ацик- 
ловіру та мірамістину в розчинах, кожен з яких 
проаналізовано двічі, в області аналітичних кон-
центрацій наведено в табл. 3 і 4.

Правильність методики оцінюють за крите- 
рієм статистичної або практичної незначущос-
ті систематичної похибки d (0,39 – для ацикло- 
віру; 0,50 – для мірамістину). Дані табл. 3 та 4  
засвідчують, що критерії статистичної незна- 
чущості систематичної похибки методики вико- 
нуються як для ацикловіру, так і для мірамісти-
ну. Систематична похибка методики є статис-

тично і практично незначущою, тобто методи-
ка характеризується достатньою правильністю 
в усьому діапазоні концентрацій. 

Методика визначення ацикловіру та міра- 
містину відповідає вимогам прецизійності на рів- 
ні збіжності (табл. 3, 4), оскільки значення віднос-
ного довірчого інтервалу величини Z (Δz 1,5 % –  
для ацикловіру; 0,28 – для мірамістину) менше 
від максимально допускної невизначеності ре-
зультатів аналізу 1,6 %.

Отже, підтверджено лінійність, прецизійність  
і правильність визначення ацикловіру і міраміс-
тину методом ВЕРХ у всьому діапазоні концен-
трацій від 80 до 120 %.

На основі вимог ДФУ і результатів кількісно- 
го визначення ацикловіру і мірамістину в 1 г пре-
парату виявлено, що вміст цих речовин перебу- 
ває в інтервалі від 47,5 мг до 52,5 мг і від 4,75 мг до 
5,25 мг відповідно (± 5 % від номінального вмісту).
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ВИСНОВКИ ТА ПЕРСПЕКТИВИ 
ПОДАЛЬШИХ ДОСЛІДЖЕНЬ

1. Розроблено методику одночасного кількіс-
ного визначення ацикловіру та мірамісти-
ну у складі МЛФ із використанням методу 
ВЕРХ.

2. Проведені валідаційні дослідження з вико- 
ристанням критеріїв прийнятності для  

допуску вмісту ± 5 % підтверджують специ-
фічність, лінійність, прецизійність (збіж- 
ність) та правильність запропонованої ме- 
тодики.
Перспективи подальших досліджень поля-

гають у розробці методик контролю якості на 
МЛФ з ацикловіром та мірамістином.

Конфлікт інтересів: відсутній.
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