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Разработана методика количественного определения янтарной кислоты и цетилпиридиния хлорида (ЦПХ) при совместном 
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оценка пригодности хроматографической системы. Методика валидирована по параметрам: специфичность, линейность, 
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Проблема поиска эффективных методов лече-
ния воспалительных заболеваний тканей пародонта 
является достаточно актуальной. В локальной тера-
пии данного заболевания применяют лекарственные 
препараты, обладающие комплексным действием, − 
антибактериальным, фунгицидным и антигипоксант-
ным. Также при лечении необходимо обеспечить 
максимально длительный контакт лекарственного 
средства с тканью пародонта [1].  

Исходя из перечисленных требований, были 
разработаны стоматологические лекарственные 
пленки (ЛП), содержащие янтарную кислоту и це-
тилпиридиния хлорид (ЦПХ). 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − разработка 
и валидация методики контроля качества лекар-
ственной формы, содержащей янтарную кислоту и 
ЦПХ, с использованием метода высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объектами исследования являлись разрабо-

танные авторами стоматологические ЛП (патент 
РФ на изобретение № 2617238 «Способ получения 
лекарственного средства с янтарной кислотой и це-
тилпиридиния хлоридом местного действия») [2].  

Условия хроматографирования: 
жидкостный хроматограф «Стайер», снабжен-

ный спектрофотометрическим детектором UVV 
104.1 M; 

колонка − Luna C18 250×4,6 мм, размер пор  
5 мкм; предколонка − Security Guard C18 4×30 мм; 

детектирование − многоволновой режим в 
диапазоне длин волн 190−600 нм; 

подвижная фаза (ПФ) − раствор серной кис-
лоты С 1/Z − 0,005 моль/л; 

температура термостатирования колонки − 
25±0,5 °С; 
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длина волны детектирования − 210 нм, объем 
вводимой дозы – 20 мкл. 

Приготовление раствора испытуемого об-
разца стоматологических ЛП: около 0,08 г (точ-
ная навеска) пленочной массы измельчали ножни-
цами до размера 0,5×0,5 см, помещали в мерную 
колбу вместимостью 25 мл, прибавляли 15−20 мл 
0,005 М раствора серной кислоты, нагревали на 
водяной бане при температуре 60 °С до полного 
растворения лекарственной формы, охлаждали. 

Затем доводили тем же растворителем до метки, 
перемешивали и фильтровали.  

Приготовление раствора стандартного  
образца (РСО) янтарной кислоты: 0,1 г (точ- 
ная навеска) РСО янтарной кислоты (ФСП  
42-0348395903) вносили в мерную колбу вмести-
мостью 100 мл, растворяли в 0,005 М раствора 
серной кислоты, подогретой до 60 °С. Раствор 
охлаждали, доводили тем же растворителем до 
метки, перемешивали и фильтровали. Далее 5 мл 
полученного раствора пипеткой Мора количе-
ственно переносили в мерную колбу вместимо-
стью 50 мл, доводили тем же растворителем до 
метки, перемешивали и фильтровали. 

Приготовление раствора РСО цетилпири-
диния хлорида: 0,02 г (точная навеска) ЦПХ (ТУ 
6-09-15-121-74) вносили в мерную колбу вместимо-
стью 50 мл, растворяли в 0,005 М растворе серной 
кислоты. Раствор доводили тем же растворителем 
до метки, перемешивали и фильтровали. Далее 2,5 
мл полученного раствора пипеткой Мора количе-
ственно переносили в мерную колбу вместимостью 
25 мл, доводили тем же растворителем до метки, 
перемешивали и фильтровали. 

На начальном этапе исследования экспери-
ментально были подобраны условия проведения 
ВЭЖХ-анализа. Далее не менее трех раз, проводи-
ли хроматографирование раствора испытуемого 
образца стоматологических ЛП и растворов РСО 
янтарной кислоты и ЦПХ (рис. 1−3). 

Установлено, что время удерживания РСО 
янтарной кислоты совпадает со временем удержи-
вания янтарной кислоты в ЛП (7,08±0,11 мин); 
время удерживания РСО ЦПХ совпадает со вре-
менем удерживания ЦПХ в ЛП (2,5±0,05 мин). 

Количественное определение янтарной кислоты 
и ЦПХ в ЛП проводили согласно разработанной ме-
тодике. Содержание рассчитывали исходя из площа-
ди пика испытуемого раствора ЛП и РСО. Статисти-
ческую обработку результатов проводили согласно 
ОФС1.1.0013.15 «Статистическая обработка резуль-
татов химического эксперимента» (табл. 1 и 2) [3]. 

Критерий приемлемости − величина относи-
тельного стандартного отклонения не превышает 
2%, относительная погрешность определения со-
ставляет 1,61% (янтарная кислота) и 1,98% (ЦПХ). 

Для проверки пригодности хроматографиче-
ской системы хроматографировали РСО янтарной 
кислоты и РСО ЦПХ. Система считается пригод-
ной, если выполняются условия, представленные в 
табл. 3. 

 

Рис. 1. Хроматограмма раствора стоматологической лекар-
ственной пленки 

 

Рис. 2. Хроматограмма РСО янтарной кислоты 

 

Рис. 3. Хроматограмма РСО цетилпиридиния хлорида 
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Таблица 1. Метрологические характеристики метода количественного определения янтарной кислоты  
в лекарственной пленке 

µ, мг f x̅, мг S2 S p, % t(p, f) ∆x x±x ε, % 

2,5 5 2,48 0,00176 0,042 95 2,57 0,04 2,48±0,04 1,61 

Таблица 2. Метрологические характеристики метода количественного определения цетилпиридиния  
хлорида в лекарственной пленке 

µ, мг f x̅, мг S2 S p, % t(p, f) ∆x x±x ε, % 

1,000 5 1,01 0,0004 0,02 95 2,57 0,02 1,01±0,02 1,98 

Таблица 3. Результаты оценки пригодности хроматографической системы 

Параметры пригодности хроматографической системы 
Условия пригодности  

хроматографической системы Результаты 

Янтарная кислота  

Эффективность хроматографической колонки, рассчитанная 
по пику янтарной кислоты 

Более 10000 теоретических тарелок Соответствует 
10034±15 

Фактор ассимметрии пика (As) Не превышает 1,5 Соответствует  
1,30±08 

Временя удерживания янтарной кислоты  7 мин 7,08±0,11мин 

Относительное стандартное отклонение времени удерживания Не более 2% Соответствует 

Относительное стандартное отклонение площади пика Не более 2%  Соответствует 

ЦПХ 

Эффективность хроматографической колонки, рассчитанная 
по пику ЦПХ  

Более 5000 теоретических тарелок  Соответствует 
5048±10 

Фактор ассимметрии пика (As) Не превышает 1,5 Соответствует 

Время удерживания ЦПХ 2,5 мин 2,5±0,05 

Относительное стандартное отклонение времени удерживания  Не более 2%  Соответствует 

Относительное стандартное отклонение площади пика Не более 2%  Соответствует 

 
 
Полученные данные свидетельствуют о при-

годности хроматографической системы по всем 
исследуемым критериям. 

Валидационную оценку методики определе-
ния янтарной кислоты и ЦПХ в ЛП методом об-
ращено-фазовой ВЭЖХ проводили согласно тре-
бованиям ГОСТ Р ИСО 5725 и ОФС.1.1.0012.15 
«Валидация аналитических методик» по парамет-
рам: специфичность, линейность, аналитическая 
область, правильность и прецизионность [3, 4]. 

Специфичность методики анализа позволяет 
определять действующие вещества в присутствии 
сопутствующих компонентов ЛП. Установлено, 
что на хроматограмме раствора из пленки «плаце-
бо» не наблюдается пиков со временем удержива-

ния 7,08±0,12 и 2,5±0,05 мин, что свидетельствует 
о специфичности методики в отношении данных 
веществ [5, 6]. 

Линейность и диапазон аналитической обла-
сти методики определяли на семи уровнях концен-
траций в диапазоне от 50 до 150% от искомой 
концентрации (рис. 4 и 5). 

Методика линейна для янтарной кислоты в 
диапазоне концентраций 0,05 до 0,15 мг/мл и ЦПХ 
от 0,02 до 0,06 мг/мл, коэффициент корреляции 
приближается к единице, что является характери-
стикой приемлемости линейности. 

Правильность методики оценивали на трех 
уровнях концентраций в пределах аналитической 
области методики (табл. 4 и 5). 
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Рис. 4. График зависимости площади пика от содержания ян-
тарной кислоты 

 Рис. 5. График зависимости площади пика от содержания ЦПХ 

Таблица 4. Результаты определения правильности методики анализа в отношении янтарной кислоты 

Уровень 
концентрации, 

% 

Расчетное содержание 
янтарной кислоты,  

мг 

Найденное количество  
янтарной кислоты,  

мг 

Открываемость методики R, 
% 

Метрологические 
характеристики 

60 1,50 1,48 98,67 x̅ = 100,21% 
S = 1,49 
Sσ = 0,51% 
x̅ ± ∆x = 100,21 ± 1,12 
ε  = ±1,12% 

60 1,50 1,53 102,0 

60 1,50 1,49 99,33 

100 2,50 2,48 99,20 

100 2,50 2,49 99,60 

100 2,50 2,48 99,20 

160 4,00 4,10 102,50 

160 4,00 4,08 102,00 

160 4,00 3,98 99,50 

Средний процент восстановления, % 100,21 

Таблица 5. Результаты определения правильности методики анализа в отношении цетилпиридиния хлорида 

Уровень  
концентрации,  

% 

Расчетное 
содержание ЦПХ, мг 

Найденное 
количество ЦПХ,  

мг 

Открываемость методики 
R, % 

Метрологические 
характеристики 

60 0,60 0,610 101,7 x̅ = 102,3% 
S = 0,74 
Sσ  = 0,25% 
x̅ ± ∆x = 102,3 ±0 ,57 
ε, = ±0,56% 

60 0,60 0,612 102,0 

60 0,60 0,618 103,0 

100 1,00 1,025 102,5 

100 1,00 1,024 102,4 

100 1,00 1,040 102,4 

160 1,60 1,612 100,8 

160 1,60 1,648 103,0 

160 1,60 1,650 103,1 

Средний процент восстановления, %  102,3% 
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Таблица 6. Результаты определения повторяемости методики анализа 

№ 
п/п 

Масса навески  
ЛП, г 

Площадь  
пика янтарной кислоты  

в ЛП, mV*с 

Площадь пика  
РСО янтарной кислоты,  

mV*с; 

Найдено янтарной 
кислоты в ЛП, 

мг 

Метрологические 
характеристики 

1 0,0809 36,454 

37,953 

2,46 x̅ = 2,48 
S =0,042 
Sσ = 0,69% 
x ± ∆x =2,48±0,04 
ε, = ±1,61% 

2 0,0810 36,522 2,47 

3 0,0805 37,001 2,49 

4 0,0808 36,524 2,47 

5 0,0812 37,258 2,51 

6 0,0806 37,010 2,49 

№ 
п/п 

Масса навески  
ЛП, г 

Площадь  
пика янтарной кислоты  

в ЛП, mV*с 

Площадь пика  
РСО янтарной кислоты,  

mV*с; 

Найдено янтарной 
кислоты в ЛП, 

мг 

Метрологические 
характеристики 

1 0,0805 18,592 

18,776 

1,02 x̅ = 1,00 
S = 0,02 
Sσ  = 0,82 
x±∆x =1,00±0,02 
ε, = ±1,9% 

2 0,0802 17,782 0,98 

3 0,0806 18,605 1,02 

4 0,0808 17,915 0,98 

5 0,0805 18,759 1,03 

6 0,0807 18,623 1,02 

 
 
Процент восстановления не превышает 100 ± 

5%, что соответствует требованиям правильности 
методики [5, 6]. 

Для определения прецизионности аналитиче-
ской методики установлена ее повторяемость 
(сходимость) (табл. 6).  

Относительное стандартное отклонение и от-
носительная погрешность среднего результата не 
превышают 2%, что соответствует критерию по-
вторяемость (сходимость) [5, 6]. Содержание ян-
тарной кислоты в ЛП 2,48+0,04 мг (номинальное − 
2,5 мг), ЦПХ − 1,00+0,02 мг (номинальное 1 мг). 

ВЫВОДЫ 
1. Разработана методика количественного опре-

деления янтарной кислоты и ЦПХ при сов-
местном присутствии в стоматологических 
ЛП методом обращено-фазовой ВЭЖХ. Экс-
периментально подобраны условия хромато-
графирования и определены характеристики 
параметров для оценки пригодности хромато-
графичекой системы. 

2. Валидационная оценка методики проведена 
по параметрам: специфичность, линейность, 

аналитическая область, правильность и пре-
цизионность. 

3. Методика линейна в диапазоне концентраций 
для янтарной кислоты 0,05 до 0,15 мг/мл, для 
ЦПХ − от 0,02 до 0,06 мг/мл, коэффициент 
корреляции приближается к единице; относи-
тельное стандартное отклонение определения 
не превышает 2%. 
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A method has been developed for the quantitative determination of succinic acid and cetylpyridinium chloride with the joint 
presence in dental medicinal films by high performance liquid chromatography. The evaluation of the suitability of the chromatographic 
system. The technique is validated by parameters: specificity, linearity, analytical domain, accuracy and precision. It was established 
that the technique is linear in the concentration range for succinic acid 0,05 to 0,15 mg/ml, forcetylpyridinium chloride − from 0,02 to 
0,06 mg/ml, the correlation coefficient approaches 1; relative standard deviation of determination does not exceed 2%. 

The presented technique is characterized by a rather high sensitivity, rapidity, reproducibility and can be included in the draft 
pharmacopoeial article on dental medicinal film. 
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