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Аннот ация. Разработана хроматографическая методика сочетающая количественное определение цианокоба- 
ламина - одного из действующих веществ препарата «Цитарин, глазные капли» и примеси другого действующего вещ е­
ства -  таурина. Определение проводят методом тонкослойной хроматографии, с использованием тонкослойных пла­
стинок «Сорбфил ПТСХ-П-А», автоматического аппликатора и сканера. Сканирование хроматограмм проводят при 
длине волны 550 нм, используя собственное поглощение цианокобаламина.

Resum e. Developed chromatographic method combines quantitative determ ination of cyanocobalamin - one of the ac­
tive ingredients of the drug "Tsitarin, eye drops" and other impurities of the active substance - Taurine. Determ ination is carried 
out by  thin layer chromatography, using a thin-layer plates "Sorbfil PTLC-P-A" automatic applicator and scanner. Scanning 
chromatograms w as carried out at a wavelength of 550 nm, using the intrinsic absorption of cyanocobalamin.

Введение

Для количественного определения цианокобаламина в медицинских препаратах, включая и 
глазные капли, используют такие аналитические методы как высокоэффективную жидкостную хро­
матографию [Pei Chen et al., 2010; 2. Trang et al., 2013], спектрофотометрию или биологические мето­
ды анализа [Государственная Фармакопея СССР IX изд, вып. 2, 1989]. Наиболее часто применяют ме­
тод высокоэффективной жидкостной хроматографии который отличается высокой селективностью, а 
в тех случаях когда в составе препарата отсутствуют другие компоненты, поглощающие в видимом 
диапазоне -  применяют спектрофотометрию, используя собственное поглощение цианакобаламина. 
При наличии в составе препарата других веществ, поглощающих в видимом диапазоне, альтернатив­
ным методом количественного определение цианокобаламина может быть метод ТСХ. Этот метод 
может быть применен и при одновременном определении цианокобаламина и других веществ, кото­
рые могут присутствовать в препарате, например сопутствующих примесей других действующих ве­
ществ препарата [Ponder et al., 2004]. В качестве примера можно привести препарат «Цитарин, глаз­
ные капли» в состав которого входит цианокобаламин (0.25 мг/мл) и таурин (40 мг/мл), технологи­
ческой примесью и продуктом распада которого является 2-аминоэтанол.

Цель

Цель работы -  разработка методики количественного определения цианокобаламина одно­
временно с определением сопутствующей примеси таурина - 2-аминоэтанола в препарате цитарин. 
Помимо количественного определения цианокобаламина и 2-аминоэтанола методика позволяет про­
водить идентификацию еще одного действующего вещества -  таурина.
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Н А У Ч Н Ы Е  В Е Д О М О С Т И  Г ' в  С ерия  М е д иц ина . Ф ар м ац и я . 201 5 . № 2 2  (219 ). В ы пуск  32 201

Материалы и оборудование

Для разработки методики количественного определения цианокобаламина использовали го­
товые пластинки производства TLC Silica gel 60, производства фирмы “Merck“, Германия и «Сорбфил 
ПТСХ-П-А», производства ЗАО “Сорбполимер“, Российская Федерация и оборудование производства 
фирмы “Camag“, Швейцария, в комплекте состоящий из аппликатора модели “Linomat 5”, укомплек­
тованный шприцом вместимостью 100 мкл, хроматографической камерой модели ADC 2, сканером 
модели “TLC Scanner3”, и визуализатором. Управление комплектом и расчет осуществляется про­
граммным обеспечением “WinCats”. Навески исследуемых стандартных образцов (СО) 2- 
аминоэтанола и цианокобаламина взвешивали на весах модели AUW220D Shimadzu, Япония с не­
определенности взвешивания 33 мкг.

При проведении предварительных экспериментов был выбран состав подвижной фазы, при 
котором наблюдается полное разделение хроматографических зон 2-аминоэтанола и таурина и циа- 
нокобаламина. Поскольку цианокобаламин имеет максимум поглощения в видимом диапазоне, а 2- 
аминоэтанол и таурин практически прозрачны в УФ -  ВИД диапазоне в методике предусмотрено по­
следовательное проведение регистрации сначала цианокобаламина, а затем проявление 2- 
аминоэтанола и таурина раствором нингидрина с последующей регистрацией их хроматографиче­
ских зон в видимом диапазоне.

Методика

Приготовление испытуемого раствора 1. В качестве испытуемого раствора используют сам 
препарат.

Приготовление испытуемого раствора 2. 1.0 мл испытуемого раствора 1 помещают в мер­
ную колбу вместимостью 10 мл, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают.

Приготовление раствора сравнения цианокобаламина. 25 мг (точная навеска) ГСО (СО) ци- 
анокобаламина, помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 80 мл воды и переме­
шивают до полного растворения, объём раствора доводят до метки водой и перемешивают (исходный 
раствор). 0.25 мг/мл

Приготовление раствора сравнения 2-аминоэтанола. 20 мг 2-аминоэтанола (ТУ 6-09-244­
86 или аналогичного качества) помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, растворяют в 40 мл 
0.1 М растворе кислоты хлористоводородной, доводят объём раствора этим же растворителем до мет­
ки и перемешивают (исходный раствор).

5.0 мл полученного раствора помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят объём 
раствора 0,1 М раствором кислоты хлористоводородной и перемешивают.

Приготовление раствора сравнения таурина. 20 мг стандартного образца таурина помеща­
ют в мерную колбу вместимостью 5 мл, растворяют в 3 мл воды, доводят объем раствора водой до 
метки и перемешивают.

Приготовление раствора для проверки пригодности хроматографической системы. 400 мг 
таурина и 2.5 мг СО цианокобаламина помещают в мерную колбу вместимостью 10 мл, прибавляют 
1.0 мл исходного раствора 2-аминоэтанола, 5 мл воды, перемешивают до полного растворения ве­
ществ, доводят объем раствора до метки водой и перемешивают.

Проведение измерений: на хроматографическую пластинку размером 10x20 см на линию 
старта расположенной на расстоянии 15 мм от края пластинки аппликатором наносят полосками 
длинной 4 мм испытуемый раствор 1, испытуемый раствор 2, раствор сравнения цианокобаламина, 
раствор сравнения таурина и раствор сравнения 2-аминоэтанола. Растворы сравнения цианокобала- 
мина, 2-аминоэтанола и испытуемый раствор 1 наносят по 5 полосок каждого, раствор сравнения тау­
рина и испытуемый раствор 2 наносят по 1 полоске. Количество параллельных хроматограмм испыту­
емого раствора и раствора сравнения цианокобаламина может быть и менее 5, при этом можно нане­
сти и раствор для проверке пригодности хроматографической системы. В данном конкретном приме­
ре раствор для проверки пригодности хроматографической системы наносили на отдельную пластин­
ку той же серии и хроматографировали одновременно, в той же камере.

Затем пластину помещают в камеру со смесью спирт этиловый 96 % - хлороформ -  аммиака 
раствор концентрированный (6:2: 1.5) и хроматографируют восходящим способом. Когда фронт рас­
творителей пройдет 8 см от линии старта, пластинку вынимают и высушивают в токе воздуха в тече­
ние 5 мин, до полного отсутствия запаха растворителей. Хроматограммы всех растворов представле­
ны на рисунке 1.

Затем хроматограммы испытуемого раствора и раствора сравнения цианокобаламина скани­
руют в следующих условиях:

- размер зоны сканирования 6 х 0,1 мм;
- скорость сканирования -  20 мм/сек;
- длина волны регистрации -  550 нм.
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Рис. 1. Хроматограммы испытуемого раствора 1 (2, 5, 10, 13 и 16), раствора сравнения цианокобаламина 
(1, 4, 9, 12 и 15), раствора сравнения 2-аминоэтанола (3, 6, 11, 14 и 17), испытуемого раствора 2 (7) и раствора срав­

нения таурина (8) до проявления раствором нингидрином 
Fig. 1. Hromatogramma of the examinee o f solution 1 (2, 5, 10, 13 and 16), solution of comparison o f cyanoco- 

balamine (1, 4, 9, 12 and 15), solution of comparison of a 2-aminoetanol (3, 6, 11, 14 and 17), the examinee o f solution 2 
(7) and solution of comparison of taurine (8) before manifestation b y solution the ningidriny

По данным сканирования хроматограмм раствора сравнения цианокобаламина и испытуемо­
го раствора определяют интегральные значения площадей пиков цианокобаламина. Хроматограммы 
испытуемого раствора и раствора сравнения цианокобаламина, полученные при сканировании пла­
стинки представлены на рисунке 2.

All tracks @550 nm

Рис. 2. Сканированные хроматограммы испытуемого раствора 1 (2, 5, 10, 13 и 16), раствора сравнения ци- 
анокобаламина (1, 4, 9, 12 и 15), раствора сравнения 2-аминоэтанола (3, 6, 11, 14 и 17), испытуемого раствора 2 (6) 

и раствора сравнения таурина (7) до проявления раствором нингидрином 
Fig. 2. The scanned hromatogramma of the examinee o f solution 1 (2, 5, 10, 13 and 16), solution o f comparison 

o f cyanocobalamine (1, 4, 9, 12 and 15), solution of comparison of a 2-aminoetanol (3, 6, 11, 14 and 17), the examinee of 
solution 2 (6) and solution of comparison of taurine (7) before manifestation b y solution the ningidriny

Результаты определения интегральных площадей пиков цианокобаламина на хроматограм­
мах испытуемого раствора 1 и раствора сравнения приведены в таблице 1.

Затем, рассчитывают количественное содержание цианокобаламина (XB12) по формуле:
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Хв1г S D X 100 X 100
где Si  -  среднее значение интегральных площадей пиков цианокобаламина, рассчитанное из 

хроматограмм испытуемого раствора;
So - среднее значение интегральных площадей пиков цианокобаламина, рассчитанное из хро­

матограмм раствора сравнения цианокобаламина;
mo -  масса навески СО цианокобаламина, в миллиграммах;
Р -  содержание основного вещества в СО цианокобаламина, в процентах.
Содержание C6 3H88CoN14O14P (цианокобаламина) в 1 мл препарата должно быть от 0.225 мг до 

0,275 мг.
Далее пластинку погружают в раствор нингидрина и выдерживают в течение 3 сек. Пластинку 

помещают в сушильный шкаф и выдерживают при температуре 110 оС в течение 10 мин, охлаждают 
до комнатной температуры и сканируют в следующих условиях:

- размер зоны сканирования 6.0 мм х 0.2 мм
- скорость сканирования -  20 мм/сек;
- длина волны регистрации -  425 нм.
Хроматограммы полученные после обработки пластинки раствором нингидрида и после ска­

нирования пластинки представлены на рисунках 3 и 4.

Рис. 3. Хроматограммы испытуемого раствора 1 (2, 5, 10, 13 и 16), раствора сравнения цианокобаламина 
(1, 4, 9, 12 и 15), раствора сравнения 2-аминоэтанола (3, 6, 11, 14 и 17), испытуемого раствора 2 (7) и раствора срав­

нения таурина (8) после проявления раствором нингидрином
Fig. 3. Hromatogramma of the examinee o f solution 1 (2, 5, 10, 13 and 16), solution o f comparison of cyanoco- 

balamine (1, 4, 9, 12 and 15), solution o f comparison of a 2-aminoetanol (3, 6, 11, 14 and 17), the examinee o f solution 2 
(7) and solution of comparison of taurine (8) after manifestation b y  solution the ningidriny

По результатам сканирования определяют значения интегральных площадей пиков 2- 
аминоэтанола на хроматограммах испытуемого раствора и раствора сравнения 2-аминоэтанола. 
Среднее значение интегральных площадей пиков 2-аминоэтанола не должно превышать среднего 
значения интегральных площадей пиков 2-аминоэтанола на хроматограммах раствора сравнения 2- 
аминоэтанола (не более 0.1%).

Приведенные в таблице 1 результаты определения интегральных площадей пиков цианокоба- 
ламина и 2-аминоэтанола позволяют рассчитать количественное содержание цианокобаламина в 
препарате, а также определить, что содержание продукта распада таурина -  2-аминоэтанола не пре­
вышает предельно допустимый уровень 0.1 %. В данном случае, при содержании основного вещества 
в СО цианокобаламина 90.6 % и навеске 24.4 мг содержание цианокобаламина в препарате составля­
ет 0.27 мг/мл.

Подлинность таурина подтверждается совпадением положения и окраски основного пятна на 
хроматограммах испытуемого раствора 2 (трек 7) с положением и окраски пятна на хроматограмме 
раствора сравнения таурина 2 (трек 8).



Рис. 4. Сканированные хроматограммы испытуемого раствора 1 (2, 5, 10, 13 и 16), раствора сравнения цианокоба­
ламина (1, 4, 9, 12 и 15), раствора сравнения 2-аминоэтанола (3, 6, 11, 14 и 17), испытуемого раствора 2 (7) и рас­

твора сравнения таурина (8) после проявления раствором нингидрином 
Fig. 4. The scanned hromatogramma of the examinee o f solution 1 (2, 5, 10, 13 and 16), solution o f comparison of 

cyanocobalamine (1, 4, 9, 12 and 15), solution o f comparison of a 2-aminoetanol (3, 6, 11, 14 and 17), the examinee o f 
solution 2 (7) and solution of comparison of taurine (8) after manifestation b y  solution the ningidriny

Таблица 1 
Table. 1

Р е з у л ь т а т ы  о п р е д е л е н и я  и н т е г р а л ь н ы х  п л о щ а д е й  п и к о в  ц и а н о к о б а л а м и н а  и  2 -а м и н о э т а н о л а  
R e s u lts  o f  d e te r m in a t io n  o f  th e  in te g r a te d  a r e a s  o f  p e a k s  o f  c y a n o c o b a la m in e  a n d  2 -a m in o e ta n o l

Площади пиков циано­ Площади пиков циано- Площади пиков 2- Площадь пика 2-
кобаламина на хромато­ кобаламина на хромато­ аминоэтанола на хро­ аминоэтанола на

граммах сравнения граммах испытуемого матограммах испытуе­ хроматограммах
раствора 1 мого раствора 1 сравнения

1 4706.5 5806.9 588.3 3032.5
2 4773-1 5654.0 537.3 3009.3
3 4596.4 5657.6 514.2 2923.7
4 4638,6 5747.4 543.5 2942.7
5 4762.1 5768.7 550.3 2856.7

Среднее
значение 4695-3 5729.9 546.7 2953
ОСО (%) 1.64 1.20 4.93 2.38

Валидация методики и обсуждение результатов

Исследования валидационных характеристик методики количественного определения циано- 
коболомина проводили по характеристикам специфичность, правильность и линейность [Руковод­
ство по валидации методик анализа лекарственных средств, 2007]. Специфичность методики под­
тверждается приведенными на рис. 5 хроматограммами испытуемого раствора 1, испытуемого рас­
твора 2, раствора сравнения таурина, раствора сравнения цианокобаламина, раствора сравнения 2- 
аминоэтанола и раствора, раствора для проверки пригодности хроматографической системы, на ко­
торых наблюдается полное разделение хроматографических зон цианокобаламина, таурина и 2 - 
аминоэтанола при этом положение и интенсивность окраски основных пятен на хроматограмме рас­
твора для проверке пригодности хроматографической системы совпадает с интенсивностью окраски и 
положением соответствующих пятен на хроматограммах растворов сравнения.

Характеристики Линейность и правильность (прецизионность) исследовали на 9 модельных 
растворов с концентрацией цианокобалами соответствующими от 80% до 120% по отношению к но­
минальной. Модельные растворы готовили в мерных колбах вместимостью 100 мл непосредственно
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из навесок вспомогательных компонентов препарата, таурина и цианокобаламина. Расчет пригодно­
сти метрологических характеристик методики проводили для допуска содержания (В) цианобалами- 
на±10 %. Результаты определения концентрации цианокобаламина в модельных растворах и их мет­
рологическая обработка приведены в таблице 2.

Таблица 2 
Table. 2

Р е з у л ь т а т ы  о п р е д е л е н и я  ц и а н о к о б а л а м и н а  и  и х  с т а т и с т и ч е с к а я  о б р а б о т к а  
R e s u lts  o f  d e fin it io n  o f  c y a n o c o b a la m in e  a n d  t h e ir  s ta t is t ic a l  p r o c e s s in g

№ модель­
ной смеси

Навески цианокоба- 
ламина, мг

Введенное количе­
ство цианокобала­

мина в % по отноше­
нию к номинальному

Найденное количе­
ство цианокобала- 

мина в % по отноше­
нию к номинальному

Найдено цианокобала- 
мина, 

в %, по отношению к 
введенному количеству

1 20.03 80.12 80.94 98.99
2 21.16 84.64 83.96 100.81
3 22.51 90.04 90.02 100.02
4 23.69 94.76 95.54 99.18
5 25.11 100.44 100.41 100.03
6 26.10 104.40 105.76 98.71
7 27.02 108.08 109.15 99.02
8 28.77 115.08 115.01 100.06
9 30.35 121.40 120.55 100.71

Среднее значение Z ср % 99.65
Относительное стандартное отклонение, sz% 0.70

Относительный доверительный интервал 
A%=t(95%,9-2)xSz=1.895xSz = 1.33

Систематическая погрешность 8= Zср-l00 0.35
Критерий незначимости систематической ошибки:

1) статистическая незначимость: 8<Az :V9=1.33 : 3 = 0.44%<0.35 %
2) Если не выполняется 1), то 8<max8: 

2) практическая незначимость: 5%<0 .32х3.2=1.02 %>0.35 %

Выполняется

Выполняется

Общий вывод о методике КОРРЕКТНА

По приведенным в таблице 2 данным рассчитаны коэффициенты линейной зависимости 
найденной концентрации цианокобаламина от введенной. График и рассчитанные коэффициенты 
приведены на рисунке б и в  таблице 3.
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Y  = А + В * X
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в % от номинальной концентрации 
Рис. 6. График и коэффициенты линейной зависимости найденной концентрации цианокобаламина

от введенной
Fig. 6. The schedule and coefficients o f linear dependence o f the found concentration of cyanocobalamine on the entered
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Т а б л и ц а  3 
T a b le . 3

М е т р о л о г и ч е с к и е  х а р а к т е р и с т и к и  л и н е й н о й  з а в и с и м о с т и  н а й д е н н о й  
к о н ц е н т р а ц и и  ц и а н о к о б а л а м и н а  о т  в в е д е н н о й

Параметры Значения Требования 1 Требования 2 Заключение
b 0.99077
Sb 0.02098

А 1.18615 < t ( 95% , n  -  2 ) X S a =1.895xSa=3.99 □ | 3-2 |
Выдерживается 
по 1 критерию

Sa 2.11317
SD0 0.820

SD0/b 0.83 □  I1.69I Выполняются
r 0.99843 >|0 .99236| Выполняются

К ак сл ед у е т  из п р ед ст а в л ен н ы х  д ан н ы х , тр еб о в а н и я  к  п а р а м е тр а м  л и н е й н о й  зав и си м о сти  в ы ­
п о л н я ю тся , то  есть  л и н е й н о с ть  м е то д и к и  к о л и ч еств е н н о го  о п р ед ел ен и я  ц и а н о к о б а л а м и н а  п о д тв е р ­
ж д а ется  в  д и а п а зо н е  к о н ц е н тр а ц и й  о т  80 %  д о  120 %  о т  п р ед ел ьн о  д о п у ст и м о го  зн а ч ен и я .

Н е о п р ед ел ен н о сть  м е то д и к и  (Aas) ск л а д ы в а ется  и з н е о п р ед ел ен н о сти  в н е се н н о й  п р о б о п о д го - 
то в к о й  ( A s p )  и  н е о п р ед ел ен н о сти  к о н еч н о й  а н а л и ти ч е ск о й  о п ер а ц и и  -  х р о м а то гр а ф и р о ва н и я  и  р а с ч е т  
п л о щ ад ей  п и к о в  о п р ед ел я ем о го  вещ ества  ( A f a o ) :

A As =  V  ASP +  A FAO
П о ск о л ьк у  в  к а ч е ств е  и сп ы ту е м о го  р а ств о р а  и сп о л ь зу ю т н е п о ср е д ств ен н о  сам  п р еп а р а т, н е- 

п р ед ел ен н о сть  п р о б о п о д го т о в к и  о п р ед ел я ется  то л ь к о  н е о п р ед ел ен н о сть ю  п р и го т о в л ен и я  р а ств о р а  
ср а в н ен и я  ц и а н о к о б ал а м и н а. Р а ссч и та н н о е зн а ч ен и е н е о п р ед ел ен н о сти  п р о б о п о д го т о в к и  с о ста вл я ет
0 .8 1 %

Н е о п р ед ел ен н о сть  к о н еч н о й  а н а л и ти ч е ск о й  о п е р а ц и и  р а ссч и ты в а л и  п о р е зул ь та та м  х р о м а т о ­

гр аф и р о ва н и я  и сп ы ту е м о го  р а ств о р а  и  р а ств о р а  ср а в н ен и я  ц и а н о к о б а л а м и н а  (т а б л . 1) п р и  5 п а р а л ­

л е л ь н ы х  хр о м а то гр а м м а м  с о ста вл я ет  0 .9 1. О тсю д а  сл ед ует, ч то  сум м а р н а я  н е о п р ед ел ен н о сть  м е т о д и ­

к и  ( A a s )  со с та в л я е т  1 .2 2  %, ч то  н е  п р ев ы ш а ет  п р ед ел ь н о  д о п у ст и м ую  в е л и ч и н у  -  3 .2 % .

Заключение

К ак св и д ет ел ь ст в у ю т эк сп ер и м ен та л ьн о  п о л уч ен н ы е д а н н ы е о  в а л и д а ц и о н н ы х  хар а к тер и ст и к , 
р а зр а б о та н н а я  м е то д и к а  с о о тв е тств ую т в сем  к р и тер и я м  д л я  м е то д и к  к о л и ч еств е н н о го  о п р ед ел ен и я  
д е й ств ую щ и х  в ещ еств  в  л ек а р ст в е н н ы х  п р еп а р а та х .
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