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 На сов ре мен ном фар ма цев ти чес ком 
рын ке, где гра ни цы меж ду ле карст вен ным 
средст вом и би о ак тив ны ми до бав ка ми не 
всег да чет ко оп ре де ле ны, важ ным ас пек-
том яв ля ет ся на ли чие ва ли ди ро ван ных ана-
ли ти чес ких ме то дов, с по мощ ью ко то рых 
бу дет воз мож но быст ро е, се лек тив ное оп-
ре де ле ние при сутст вия хи ми чес ких ком-
по нен тов и их ко ли чест вен ное со дер жа ние 
в би о ло ги чес ки ак тив ных до бав ках (БАД). 
Сог лас но нор мам все мир ной ор га ни за ции 
зд ра во ох ра не ни я, ле карст вен ные ве щест-
ва и их ана ло ги зап ре ще ны к ис поль зо ва-
нию в сос та ве БАД. Вви ду сло жив шей ся 
си ту а ции воп рос об усо вер шенст во ва нии 
про це ду ры об на ру же ния пос то рон них ве-
ществ, не за яв лен ных в сос та ве БАД, сто ит 
дос та точ но ост ро. Од на ко на се год няш ний 
день в ли те ра тур ных ис точ ни ках от сутст-
ву ет ка ка я-ли бо ин фор ма ция по про це ду ре 
конт ро ля БАД на на ли чие силь но дейст ву ю-
щих ве ществ или ле карст вен ных средств, 
в то вре мя как в прак ти ке су деб но-хи ми-
чес ких исс ле до ва ний име ют ся фак ты об-
на ру же ния дан ных ве ществ в би о ло ги чес-
ки ак тив ных до бав ках к пи ще.

 Цель исс ле до ва ни я: Раз ра бот ка и ва-
ли да ция ме то да оп ре де ле ния син те ти чес-
ких ин ги би то ров фос фо ди ез те раз–5 (Та да-
ла фи ла, Сил де на фи ла, Вар де на фи ла) в БАД 
по ме то ду ВЭЖХ. 

К лю че вые сло ва: ва ли да ци я, би о ло ги-
чес ки ак тив ные до бав ки (БАД), та да ла фил, 
сил де на фил, вар де на фил, ВЭЖХ.

 Ре ак ти вы и при бо ры, ко то рые ис поль-
зо ва лись в исс ле до ва ни и:

 Во да для ВЭЖХ
Т риф то рук сус ная кис ло та (TFAAC) 

Carl Roth
 Ме та нол, Rotisolv â HPLC Grade Carl Roth 
А це то нит рил, Rotisolv â HPLC Grade 

Carl Roth
 Центр ти фу га Universal, HETTICH-

Zentrifugen
 Ве сы AE240S, Mettler GmbH
 Сис те ма вы со ко эф фек тив но го жид-

кост но го хро ма тог ра фи ро ва ния с ди од-
ной мат ри цей SHIMADZU 2010DIODE ARRAY 
DETECTION (HPLC_DAD)

 Фильтр для про бо под го тов ки: 0.45 µm 
Millipore Millex-HV

Ус ло вия ВЭЖХ
П ри бор: HPLCDAD SHIMADZU 2010EV
 Сис те ма сбо ра и об ра бот ки ре зуль

та тов: LS Solution Software Quick Manual
 Под виж ная фа за: MeCN: H2O: TFAAC
С ко рость по то ка под виж ной фа зы: 

1 мл/ мин
 Ко лон ка: RP C18, 250x4.6mm, 5µm 
Об ъём ин ъек ции про бы: 20µl
 Тем пе ра ту ра ко лон ки: 40 ºC
Д ли на вол ны де тек ти ро ва ни я: ос нов-

ной сиг нал при 285 nm
П ри го тов ле ние стан дарт ных раст

во ров и пост ро е ние ка либ ро воч но го 
гра фи ка

П ри про ве де нии пред ва ри тель ной ка-
либ ров ки для ко ли чест вен но го оп ре де ле-
ния та да ла фи ла, сил де на фи ла, вар де на фи-
ла ис поль зо ва лись раст во ры стан дар тов в 
сле ду ю щих кон цент ра ци ях:

 Та да ла фил: - 1.012; 0.506; 0.253; 0.1012; 
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0.0506; 0.0253 мг/мл
 Вар де на фил: - 1.012; 0.506; 0.253; 0.1012; 

0.0506; 0.0253 мг/мл 
Сил де на фил: – 1.024; 0.512; 0.256; 0.1024; 

0.0512; 0.0256 мг/мл (рис.1,2).
П ри го тов ле ние ис ход ных раст во ров:
1. Вз ве си ли 75.9 мг (точ ная на вес ка) 

стан дарт но го об раз ца та да ла фи-
ла (working standard, № 2) в 25мл 
-мер ной кол бе, раст во ри ли в 2 мл 
аце то нит ри ле, до ве ли ме та но лом 
до мет ки.

2. Вз ве си ли 75.9 мг стан дарт но-
го об раз ца вар де на фи ла (working 
standard, № 1) в 25 мл- мер ной 
кол бе, раст во ри ли и до ве ли ме та-

но лом до мет ки.
3. Вз ве си ли 76.8 мг стан дарт но-

го об раз ца сил де на фи ла (working 
standard, № 5) в 25 мл- мер ной 
кол бе, раст во ри ли и до ве ли ме та-
но лом до мет ки.

 Ра бо чий стан дарт ный раст вор по лу чи-
ли, сме ши вая по 10 мл ис ход ных стан дарт-
ных раст во ров. Для оп ре де ле ния точ нос ти, 
пра виль нос ти, ли ней нос ти и восп ро из во-
ди мос ти ана ли ти чес ко го ме то да осу ществ-
ле но че ты рехк рат ное вве де ние 6 раз лич-
ных доз стан дарт но го раст во ра та да ла фи ла, 
сил де на фи ла, вар де на фи ла и оп ре де ле но 
от но си тель ное отк ло не ние и кор ре ля ци-
он ный фак тор ка либ ро воч ной кри вой.

 
Рис.1.Калибровочныеграфикифосфодиезтераз–5

К вад рат ли ней но го ко эф фи ци ен та 
кор ре ля ции (R2) ха рак те ри зу ет сте пень 
со от ветст вия меж ду рег рес си он ной мо-
дел ью и ис ход ны ми дан ны ми. В дан ном 
слу чае из ме не ние за ви си мой пе ре ме ной 
опи сы ва ет ся рег рес си он ным урав не ни ем. 
Ко эф фи ци ент кор ре ля ции R2 = 0.9996; 
0.9998; 0.9998, что сви де тельст ву ет о 
на ли чии пря мой ли ней ной за ви си мос ти 

меж ду пло щад ью пи ка ис пы ту е мых ком-
по нен тов и их кон цент ра ций в об раз це.

 По лу чен ные дан ны е, вне сен ные в 
сис те му ВЭЖХ, ис поль зо ва лись при рас-
че те кон цент ра ции во вре мя ли ней нос ти. 
Про во ди лось как внут рид нев ны е, так и 
сре дид нев ние про вер ки точ нос ти и восп-
ро из во ди мос ти ме то да (с хе ма 1.2).
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С хе ма 1.
 Ре зуль та ты внут рид нев ной про вер ки точ нос ти и восп ро из во ди мос ти

С хе ма 2. 
Ре зуль та ты сре дид нев ной про вер ки точ нос ти и восп ро из во ди мос ти

По лу чен ные зна че ния % CV сви де-
тельст ву ют о дос та точ ной сте пе ни со-
от ветст вия меж ду ис тин ным зна че ни ем 
оп ре де ля е мо го ве щест ва и его зна че ни-
ем, расс чи тан ным по дан ной ме то ди ке. 

П ри ра бо те с БАД слож ной сто ро ной 
про бо под го тов ки явля ет ся мно го ком-
по нент ная мат ри ца, и по рой труд но с 
точ ност ью оп ре де лить под лин ность со-

дер жа щих ся ком по нен тов. Ис поль зо ва-
ние УФ де тек то ра с ди од ной мат ри цей 
(УФДМ) поз во ля ет на и луч шим об ра зом 
изу чить УФ спектр об на ру жи ва е мых 
ком по нен тов и срав нить с УФ спект ром 
стан дарт но го об раз ца для окон ча тель но-
го подт вер же ния при сутст вия дан но го 
хи ми чес ко го ком по нен та (рис. 2,3).
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 Пос ле окон ча ния ва ли да ции ана ли ти-
чес ко го ме то да бы ла про ве де на его ап-
ро ба ция для ана ли за раз лич ных БАД как 
в Ар ме ни и, так и за ру бе жом. При под-
го тов ке проб из по рош ка би о ло ги чес ки 
ак тив ной до бав ка (БАД) для оп ре де ле ния 
та да ла фи ла, вар де на фи ла, сил де на фи-
ла вз ве си ли 35 мг по рош ка из таб ле ток 
БАД в 25 мл-мер ной кол бе и до ба ви ли 
15 мл аце то нит ри ла, смесь ин тен сив но 
вст ря хи ва ли, пос та ви ли в ульт раз ву ко-

вую ба ню на 15-20 мин., за тем ох ла ди-
ли и до ба ви ли аце то нит ри ла до мет ки. 
Цент ри фу ги ро ва ли и фильт ро ва ли су-
пер на тант с по мощ ью 0.45 µm Millex-HV 
фильтрa и оп ре де ли ли кон цент ра цию 
та да ла фи ла, вар де на фи ла, сил де на фи ла 
ме то дом ВЭЖХ.

В ис пы ту е мых об раз цах БАД рас ти-
тель но го про ис хож де ния бы ли об на ру-
же ны та да ла фил 37.5 мг/ таб (рис. 4,5).
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 Ре зуль та ты и их об суж де ни е:
В нас то я щей стат ье пред ло же на ме то-

ди ка оп ре де ле ния со дер жа ния син те ти-
чес ких ин ги би то ров фос фо ди ез те раз – 5 
(Та да ла фи ла, Сил де на фи ла, Вар де на фи ла) 
в БАД по ме то ду ВЭЖХ. Ва ли да цию раз-
ра бо тан ной ме то ди ки осу ществ ля ли по 
сле ду ю щим па ра мет рам: спе ци фич ность, 
ли ней ность, пра виль ность, пов то ря е-

мость, чувст ви тель ность, при год ность 
хро ма тог ра фи чес кой сис те мы и ус той-
чи вость. Пред ла га е мая ме то ди ка ха рак-
те ри зу ет ся вы со кой эф фек тив ност ью, 
хо ро шей раз ре ша ю щей спо соб ност ью 
и спе ци фич ност ью. Пра виль ность на-
хо дит ся в пре де лах от 97.08 % до 102.9 
% . Ме то ди ка по ка за ла ли ней ный ха рак-
тер за ви си мос ти ис тин но го от най ден-
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но го зна че ния со дер жа ния в ди а па зо не 
кон цент ра ций 0.025 мг/мл – 1.012 мг/мл 
(R2=0.9998). От но си тель ная пог реш ность 
оп ре де ле ния та да ла фи ла, сил де на фи ла, 
вар де на фи ла сос тав ля ет от 1.75 % до 4.35 
%. Па ра мет ры сис те мы прак ти чес ки не 
под вер же ны вли я нию не боль ших из ме-
не ний в хро ма тог ра фи чес ких ус ло ви ях ( 
+ 3.0% ор га ни чес кой фа зы). 

П ри раз ра бот ке ме то ди ки бы ли по доб-
ра ны оп ти маль ные хро ма тог ра фи чес кие 
ус ло вия для эф фек тив но го раз де ле ния 
ве ществ и пол но го вы хо да из ко лон ки 
ком по нен тов. При вы бо ре сос та ва под-
виж ной фа зы бы ли исс ле до ва ны сме си 
раз лич ных раст во ри те лей (ме та нол, аце-
то нит рил, триф то рук сус ная кис ло та) с 
во дой в раз лич ных со от но ше ни ях и при 
раз ном по то ке элю и ро ва ни я. На и луч шие 
ре зуль та ты бы ли дос тиг ну ты при ис поль-
зо ва нии в ка чест ве под виж ной фа зы 60% 
во ды, 35% аце то нит ри ла и 0.5% ТФУ при 
ско рос ти по то ка под виж ной фа зы 1.0 мл/ 
мин, тем пе ра ту ра ко лон ки- 40 ºC, пре и-
му щест ва ми ис поль зо ва ния ко то рых так-
же яв ля ют ся ста биль ность по лу чен ных 
ре зуль та тов и дос туп ность для за куп ки 

не об хо ди мых ре ак ти вов на тер ри то рии 
РА. Важ ным ас пек том так же яв лял ся пра-
виль ный вы бор раст во ри те ля для пол но го 
экс тар ги ро ва ния син те ти чес ких ин ги би-
то ров фос фо ди ез те раз – 5 из БАД. Бы ло 
до ка за но, что аце то нит рил яв ля ет ся на и-
луч шим раст во ри те лем для вы шеоб на ру-
жи ва е мых ком по нен тов ука зан ных ком-
по нен тов. Ис поль зо ва ние УФ де тек то ра с 
ди од ной мат ри цей поз во ля ет на и луч шим 
об ра зом изу чить УФ спектр и срав нить 
с УФ спект ром стан дар то го об раз ца для 
окон ча тель но го пот верж де ния при сутст-
вия дан но го хи ми чес ко го ком по нен та.

 Та ким об ра зом, раз ра бо тан и ва ли ди-
ро ван вы со ко чувст ви тель ный, се лек тив-
ный, спе ци фич ный и восп ро из во ди мый 
ана ли ти чес кий ме тод для оп ре де ле ния 
со дер жа ния син те ти чес ких ин ги би то ров 
фос фо ди ез те раз – 5, в част нос ти, та да ла-
фи ла, сил де на фи ла, вар де на фи ла в би о ак-
тив ных до бав ках по ме то ду ВЭЖХ, ко то-
рый с ус пе хом мо жет быть ис поль зо ван 
для ана ли за фос фо ди ез те раз в раз лич ных 
би о ло ги чес ки ак тив ных до бав ках.

 Да та предс тав ле ния стат ьи: 25.02.2015
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ԿԵՆՍԱԲԱՆՈՐԵՆ ԱԿՏԻՎ ՀԱՎԵԼՈՒՄՆԵՐՈՒՄ ՖՈՍՈԴԻԵՍԹԵՐԱԶ-5-Ի 
ԻՆՀԻԲԻՏՈՐՆԵՐ՝ ՏԱԴԱԼԱՖԻԼԻ, ՎԱՐԴԵՆԱՖԻԼԻ ԵՎ ՍԻԼԴԵՆԱՖԻԼԻ ՈՐՈՇՄԱՆ 
ՄԵԹՈԴԻ ՄՇԱԿՈՒՄԸ ԵՎ ՀԱՍՏԱՏՈՒՄԸ (ՎԱԼԻԴԱՑԻԱՆ) HPLC-DAD-Ի ՄԻՋՈՑՈՎ

ԱՂԱՎՆԻ ԳԻՆՈՍՅԱՆ
ՀՀ ԳԱԱ, Գիտակրթական միջազգային   կենտրոն,

Դեղագործական քիմիայի ֆակուլտետ

Հոդվածում ներկայացված է բարձր արդյունավետ հեղուկային քրոմատագրով 
(ԲԱՀՔ) ֆոսոդիեսթերազ5–ի ինհիբիտորներ՝ տադալաֆիլի, վարդենաֆիլի և 
սիլդենաֆիլի, որակական և քանական որոշման մեթոդը: Առաջարկվող մեթոդը օժտված 
է բարձր արդյունավետությամբ, վերարտադրելիությամբ և ճշգրտությամբ: Ճշգրտությունը 
տատանվում է 97.08% ից մինչեւ 102.9%: Մեթոդի գծայնության սահմաններն են 0.025մգ/
մլ1.012մգ/մլ, հարաբերակցության (կորելացիայի) գործակիցը՝ R2 = 0.9998, ստացված 
արդյունքների հարաբերական սխալը (% RSD) կազմել է 1.75%  4.35%: Մեթոդը կայուն է 
քրոմատագրական համակարգի պայմանների որոշակի փոփոխությունների նկատմամբ 
և հաջողությամբ կիրառվում է մի շարք կենսաակտիվ հավելումներում՝ նշված 
միացությունների որակական և քանական որոշման համար:

Հոդվածի ներկայացման ամսաթիվը՝ 25.02.2015

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE METHOD FOR DETERMINING 
SYNTHETIC INHIBITORS PHOSPHODIESTERASE-5 (TADALAFIL, SILDENAFIL, 

VARDENAFIL) IN BIOACTIVE SUPPLEMENTS BY HPLC-DAD 
AGAVNI GINOSYAN

International Scientific-Educational Center of the National Academy of Sciences of the RA,
Department of Pharmaceutical Chemistry

The present study suggests the method for determining the content of 5phosphodiesterase 
inhibitors in biologically active supplements by HPLCDAD. The proposed method is characterized 
by high efficiency, good resolution and specificity. The accuracy range is from 97.08% to 102.9%. The 
method showed that the dependence of real content from observed content of 5phosphodiesterase 
is linear in the concentration range from 0.025mg/ml to 1.012 mg/ml with correlation coefficients 
of R2 = 0.9998. The relative error (%RSD) of tadalafil, vardenafil, sildenafil content determination 
deviates from 1.75% to 4.35%. The parameters of the system were stable to the influence of small 
changes in chromatographic conditions, except for the retention time of studying peaks. 
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