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РЕФЕРАТ 
Целью данной работы являлась разработка и валидация методики 
количественного определения марбофлоксацина в субстанции и 
лекарственном препарате «Марботим» в форме раствора для инъ-
екций, используя метод высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии. В ходе работы решались следующие задачи: разрабо-

тать методики количественного определения марбофлоксацина в субстанции и лекар-
ственных препаратах на его основе, валидировать методику количественного определе-
ния марбофлоксацина в субстанции и в препарате «Марботим» в форме раствора для 
инъекций. Определение количественного содержания марбофлоксацина устанавливали 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии согласно ОФС.1.2.1.2.0005 
или ФЕАЭС 2.1.2.28 [4]. В работе использовали аналитический стандартный образец 
марбофлоксацина серии G1297125 (DR. EHRENSTORFER) с содержанием активного 
вещества 99,28%, ацетонитрил (Alpha Chemika, Индия), трифторуксусную кислоту 
(Central Drug House, Индия), уксусную кислоты ледяную (Sigma-Aldrich, США) и 
сверхочищенную воду, полученную с помощью прибора Rephile Genie U который произ-
водит сверхчистую воду (вода типа I) и обратноосмотическую воду (вода тип III) 
(Китай). Валидацию проводили согласно ОФС.1.1.0012. В качестве растворителя ис-
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пользовали 0,1 % (об.) раствор уксусной кислоты. Стандартный раствор марбофлоксаци-
на, испытуемые растворы субстанции марбофлоксацина и лекарственного препарата 
«Марботим» готовили с использованием растворителя (0,1 % раствора уксусной кисло-
ты) и с конечной концентрацией марбофлоксацина – 16 мкг/мл. На основании результа-
тов тестирования по параметрам: специфичность, линейность, сходимость, внутрилабо-
раторная прецизионность, правильность, аналитическая область, робастность, методики 
количественного определения марбофлоксацина в субстанции и лекарственном препара-
те «Марботим» в форме раствора для инъекций и присвоен статус «Валидированы». 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
В решении задач по обеспечению 

прироста производства животноводче-
ской продукции и достижению парамет-
ров, определенных Доктриной продо-
вольственной безопасности утверждённая 
Указом Президента Российской Федера-
ции от 21 января 2020 г. № 20, а также 
Государственной программой развития 
сельского хозяйства утверждённая поста-
новлением Правительства от 14 июля 
2012 года № 717, особую значимость 
приобретает борьба с инфекционными 
болезнями животных, которые суще-
ственно сдерживают развитие отрасли. 
Достаточно сложной остается эпизооти-
ческая ситуация и по ряду инфекционных 
болезней у основных видов продуктив-
ных сельскохозяйственных животных. 
Таким образом, инфекционная патология 
продуктивных сельскохозяйственных 
животных является одним из важнейших 
факторов, негативно влияющих практиче-
ски на все отрасли животноводства [1]. 

Сложности в лечении усугубляются 
тем, что бактериальная инфекция обычно 
осложняет течение патологического про-
цесса у животных при вирусных заболе-
ваниях. В комплексе мер по борьбе с за-
разной патологией животных, наряду со 
специфической профилактикой, ветери-
нарно-санитарными мероприятиями, по-
прежнему одно из ведущих мест должно 
отводиться применению эффективных 
антимикробных средств. Антибактери-
альная терапия является важнейшей со-
ставляющей комплексного эффективного 
лечения животных. Своевременное ее 
начало – важное условие успешного ре-
зультата. При постановке диагноза препа-
рат должен быть назначен в течение 4 
часов, что обеспечивает быстрое купиро-

вание [2, 6, 9]. 
При выборе антибиотика важно ис-

пользовать высоко активный препарат в 
достаточных дозах, рекомендуемых ин-
струкцией по применению. Из-за широко 
распространенной резистентности инфек-
ционных агентов ко многим применяе-
мым антибиотикам постоянно ведется 
поиск новых химиотерапевтических анти-
бактериальных препаратов, отличающих-
ся по механизму действия [3].  

Создание фторхинолоновых антибио-
тиков с антипневмококковой активностью 
(«респираторных» фторхинолонов) по-
влекло за собой ряд изменений в стандар-
тах лечения распространенных инфекци-
онных заболеваний, в первую очередь 
дыхательных путей, вследствие чего эти 
фторхинолоны рассматриваются в каче-
стве препаратов первого ряда для терапии 
негоспитальных пневмоний, нозокоми-
альных, аспирационных пневмоний и 
пневмоний у животных, имеющих дефект 
в иммунном статусе, у животных с сопут-
ствующей патологией [2, 3].  

Целью данной работы являлись разра-
ботка и валидация методики количествен-
ного определения марбофлоксацина в 
субстанции и лекарственном препарате 
«Марботим» в форме раствора для инъек-
ций, используя метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Определение количественного содер-
жания марбофлоксацина устанавливали 
методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии согласно 
ОФС.1.2.1.2.0005 или ФЕАЭС 2.1.2.28 [4]. 
В работе использовали аналитический 
стандартный образец марбофлоксацина 
серии G1297125 (DR. EHRENSTORFER) с 
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содержанием активного вещества 99,28%, 
ацетонитрил (Alpha Chemika, Индия), три-
фторуксусную кислоту (Central Drug 
House, Индия), уксусную кислоты ледя-
ную (Sigma-Aldrich, США) и сверхочи-
щенную воду, полученную с помощью 
прибора Rephile Genie U который произ-
водит сверхчистую воду (вода типа I) и 
обратноосмотическую воду (вода тип III) 
(Китай). 

Логарифм коэффициента распределе-
ния (логарифм липофильности, logP) мар-
бофлоксацина отрицательный. Следова-
тельно, молекула гидрофильна и опти-
мальная фаза обращенно-фазовой колон-
ки — это фаза-С18. Субстанция марбо-
флоксацина очень легкорастворима в 0,1 
% растворе уксусной кислоты (pH ≈ 2,0) 
поэтому было принято решение начать 
разработку с использования подвижных 
фаз с pH 2,5. 

При разработке и валидации количе-
ственного определения марбофлоксацина 

в субстанциии лекарственном препарате 
«Марботим» в форме раствора для инъек-
ций использовали высокоэффективном 
жидкостном хроматографе Shimadzu 
Prominence (Япония), согласно общепри-
нятым методикам [5] оснащенном диодно
-матричным детектором. На основании 
полученных результатов был получен 
спектр марбофлоксацина в диапазоне вол 
от 190 до 800нм и определен максимум 
поклащения – 298 нм (Рисунок 1).  

На основании этого в рутинной рабо-
те для количественного определения мар-
бофлоксацина в субстанции и лекар-
ственном препарате «Марботим» в форме 
раствора для инъекций можно использо-
вать диодно-матричный детектор или УФ
-детектор при длине волны 298 нм. Хро-
матограммы были получены в программ-
ном обеспечении LabSolution 5.73. Усло-
вия хроматографирования в условиях 
испытательной лаборатории приведены в 
Таблице 1. 

Рисунок 1 – Спектр марбофлоксацина в диапазоне длин волн от 190 до 800 нм. 

В качестве растворителя использова-
ли 0,1 % (об.) раствор уксусной кислоты. 
Растворитель готовили, помещая в мер-
ную колбу вместимость 1000 мл около 
900 мл воды, добавляли 1,0 мл уксусной 
кислоты ледяной, перемешивали на маг-
нитной мешалке в течение 30 минут при 
скорости 700 об/мин, доводили объем 
раствора до метки водой и перемешивали. 

В качестве подвижной фазы использова-
ли раствор элюента А и элюента В в соот-
ношении 85:15 (об./об.). Элюент А гото-
вили, помещая в мерную колбу вмести-
мостью 1000 мл около 900 мл воды, до-
бавляли 0,5 мл трифторуксусной кислоты 
и перемешивали на магнитной мешалке в 
течение не менее 30 минут со скоростью 
не менее 700 об/мин, доводили объем 
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раствора до метки водой, перемешивали, 
фильтровали через нейлонный мембран-
ный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и 
дегазировали на УЗ-ванне в течение 10 
минут. Элюент В готовили, помещая в 
мерную колбу вместимостью 1000 мл 
около 900 мл ацетонитрила, добавляли 
0,5 мл трифторуксусной кислоты, переме-
шивали на магнитной мешалке в течение 
не менее 30 минут со скоростью не менее 
700 об/мин, доводили объем раствора до 

метки ацетонитрилом, перемешивали и 
дегазировали на УЗ-ванне в течение 10 
минут. Стандартный раствор марбофлок-
сацина, испытуемые растворы субстанции 
марбофлоксацина и лекарственного пре-
парата «Марботим» готовили с использо-
ванием растворителя (0,1 % раствора ук-
сусной кислоты) и с конечной концентра-
цией марбофлоксацина – 16 мкг/мл 
(Рисунок 2). 

Таблица 1 – Условия хроматографирования 

- колонка: Phenomenex Luna C18(2) 100 Å 150х4,6 
мм, размер частиц 5 мкм; 

- предколонка:   Security Guard C18 4,0 х 3,0 мм; 

- элюент: 0,05 % раствор трифторуксусной кислоты 
в воде и 0,05% раствор трифторуксусной 
кислоты в ацетонитриле в соотношении 
85:15 об/об; 

- скорость потока: 1,0 мл/мин; 

- длина волны детектора: 298 нм; 

- объем инжекции: 10 мкл; 

- температура колонки: 30°С; 

- ожидаемое время удерживания: марбофлоксацин ~ 6,4 мин; 

- продолжительность анализа: 12 мин. 

Рисунок 2 – Полученная хроматограмма по предложенному нами методу. 
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Рисунок 3 – а – типичные хроматограммы испытуемого раствора «Марботим»;  
б – типичные хроматограммы стандартного раствора марбофлоксацина;  
в – хроматограмма раствора «плацебо» г – хроматограмма растворителя  

по предложенному нами методу. 

Поскольку минимальный индекс чи-
стоты пика ≥ 0, коэффициент ассиметрии 
пика в диапазоне от 0,8 – 1,5, отношение 
сигнал/шум (S/N) ≥ 100 – было принято 
решение о валидации методики (Рисунок 
2). 

Валидацию проводили согласно 
ОФС.1.1.0012. Целью валидации является 
доказать и экспериментально подтвер-
дить, что рабочие характеристики методи-
ки количественного определения марбо-

флоксацина в субстанции 
«Марбофлоксацин» и лекарственном пре-
парате «Марботим» в форме раствора для 
инъекций, подтверждают ее пригодность 
для испытаний в процессе внутрипроиз-
водственного, выходного контролей и 
контроля изучения стабильности субстан-
ции и лекарственного препарата в тече-
ние срока годности. Анализируемые па-
раметры: специфичность, линейность, 
сходимость, внутрилабораторная преци-
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зионность, правильность, определение 
аналитической области методики, робаст-
ность  

Для испытания теста 
«Специфичность» раствор субстанции и 
испытуемого образца готовили с конеч-
ной концентрацией марбофлоксацина – 
0,441 мг/мл. Стрессовые растворы под-
вергали кислотному и щелочному гидро-
лизу, окислительному воздействию, 
нагреву при 100 ℃, и ультрафиолетовому 
воздействию. В данных хроматографиче-
ских условиях на растворе «плацебо» 
лекарственного препарата «Марботим» 
мешающие пики отсутствовали, мини-
мальный индекс чистоты марбофлоксаци-
на положительный, время удерживания и 
форма пика основного аналита одинаково 
в стандартном растворе и в растворе ис-
пытуемого образца (Рисунок 3). 

Для испытания теста «Линейность» 
готовили растворы марбофлоксацина с 
концентрациями 12,8 мкг/мл, 14,4 мкг/мл, 
16 мкг/мл, 17,6 мкг/мл, 19,2 мкг/мл. Для 
испытания теста «Сходимость» и 
«Внутрилабораторная прецизионность» 
готовили по 6 параллельных образцов 
раствора испытуемой субстанции марбо-
флоксацина и раствора лекарственного 
препарата «Марботим». Для приготовле-
ния испытуемых растворов субстанции в 
мерную колбу вместимостью 50 мл поме-
щали навеску 20 мг (с точностью до 0,001 
мг) субстанции марбофлоксацина, добав-
ляли около 40 мл растворителя, переме-
шивали до полного растворения, доводи-
ли объем раствора до метки растворите-
лем, затем в мерную колбу вместимостью 
25 мл помещали 1,0 мл полученного рас-
твора, доводили объем раствора до метки 
растворителем, перемешивали, получен-
ный раствор фильтровали с помощью 
шприца через гидрофильный фильтр с 
диаметром пор 0,45 мкм, отбрасывая пер-
вые 3 мл фильтрата. Для приготовления 
испытуемых растворов лекарственного 
препарата в мерную колбу вместимостью 
100 мл помещали 460 мг (с точностью до 
0,001 мг) препарата, доводили объем рас-
твора до метки растворителем, переме-
шивали, затем в мерную колбу вместимо-

стью 25 мл помещали 1,0 мл полученного 
раствора, доводили объем раствора до 
метки, перемешивали и фильтровали с 
помощью шприца через гидрофильный 
фильтр с диаметром пор 0,45 мкм, отбра-
сывая первые 3 мл фильтрата.  

Для испытания теста «Правильность» 
готовили модельные смеси с содержанием 
марбофлоксацина 80%, 100% и 120% от 
номинального содержания. Для испыта-
ния теста «Правильность» в ходе валида-
ции методики количественного определе-
ния марбофлоксацина в субстанции гото-
вили модельные смеси с концентрацией 
марбофлоксацина 12,8 мкг/мл, 16 мкг/мл, 
19,2 мкг/мл. Для испытания теста 
«Правильность» в ходе валидации мето-
дики количественного определения мар-
бофлоксацина в лекарственном препарате 
«Марботим» модельные смеси готовили с 
использованием раствора «плацебо» с 
концентрацией марбофлоксацина 12,8 
мкг/мл, 16 мкг/мл, 19,2 мкг/мл.  

Для определения аналитической обла-
сти методики использовали данные, полу-
ченные в тестах «Линейность», 
«Правильность», «Сходимость» и 
«Внутрилабораторная прецизионность». 

Для испытания теста «Робастность» 
изменяли следующие параметры в усло-
виях хроматографирования: скорость по-
тока, соотношение компонентов подвиж-
ной фазы, температура колонки, концен-
трацию трифторуксусной кислоты в по-
движной фазе. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Методика количественного определе-

ния марбофлоксацина в субстанции и ле-
карственном препарате «Марботим» в 
форме раствора для инъекций была пол-
ностью проверена. 

При тесте «Специфичность» было вы-
явлено, что время удерживания и форма 
пика марбофлоксацина в образце субстан-
ции/лекарственного препарата соответ-
ствуют времени удерживания и форме 
пика марбофоксацина в стандартном об-
разце, мешающие пики на хроматограм-
мах растворителя и раствора «плацебо» 
отсутствуют. Проверка пригодности хро-
матографической системы выполняется. 
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Субстанция марбофлоксацина и лекар-
ственный препарат «Марботим» выдер-
живают стрессовое воздействие кислотой, 
щелочью, окислителем, нагревом. Мини-
мальный индекс чистоты пика (SPP) по-
ложителен (Таблица 2). При УФ-
воздействии на раствор субстанции обна-
ружены деграданты с RRT ~ 0,65; 0,74; 
0,87; 1,67; при УФ-воздействии на рас-
твор лекарственного препарата обнаруже-
ны деграданты с RRT ~ 0,65; 0,74; 0,87 
(Рисунок 3). Разрешение ближайшего пи-

ка с марбофлоксацином около 3,5. Все 
эти данные подтверждают специфич-
ность методики. 

Предлагаемый метод является линей-
ным, согласно результатам, полученных с 
помощью калибровочной кривой в диапа-
зоне концентраций от 12,8 мкг/мл до 19,2 
мкг/мл. Результаты показали линейную 
корреляцию между введённой концентра-
цией и площадью пика. Квадрат коэффи-
циента корреляции r2 = 0,9988, уравнение 
кривой: y = 9236,3x + 19285. 

Таблица 2 – Результаты испытаний теста «Специфичность» 

Стрессовое воздействие Полученные результаты 

Согласно аналитической методике 
SPP (АФС) = 7 
SPP (ЛП) = 4 

Кислотный стресс SPP (АФС) = 4 
SPP (ЛП) = 2 

Щелочной стресс SPP (АФС) = 3 
SPP (ЛП) = 3 

Окислительный стресс SPP (АФС) = 5 
SPP (ЛП) = 5 

Температурный стресс SPP (АФС) = 2 
SPP (ЛП) = 1 

УФ-стресс SPP (АФС) = 2 
SPP (ЛП) = 3 

Таблица 3 – Результаты теста «Правильность» 

Критерии 
приемлемости 

Полученные результаты 

Анализ субстанции Анализ ЛП 

Нижняя 
граница 

Середина 
Верхняя 
граница 

Нижняя 
граница 

Середина 
Верхняя 
граница 

Значения от-
крываемости 
результатов 
определения в 
диапазоне 80 - 
120 % от номи-
нального зна-
чения должны 
находиться в 
диапазоне 98,0 
- 102,0 %. 

100,55 100,21 100,60 99,82 100,35 100,28 

RSD значений 
открываемости 
не должно 
превышать 3,0 
%. 

0,52 0,84 0,70 0,45 0,28 0,68 

Доверитель-
ный интервал 
должен вклю-
чать 100 % 
значение. 

(99,97 - 100,94) % (99,77 - 100,53) % 
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Рисунок 3 – а - хроматограмма раствора субстанции после УФ-стресса,  
б - хроматограмма испытуемого раствора «Марботим» после УФ-стресса. 

А 

Б 

Значения RSD, полученные в тестах 
«Сходимость» и «Внутрилабораторная 
прецизионность», были менее 2%. Оцен-
ка воспроизводимости по критерию Фи-
шера составила 1,18 и 1,97, по критерию 
Стьюдента 1,69 и 0,39 при анализе суб-
станции и лекарственного препарата со-
ответственно. Это указывает на точность 
предложенного метода. 

Значение открываемости результатов 
количественного определения марбо-

флоксацина в субстанции и лекарственно 
препарате в диапазоне 80-120% от номи-
нального значения находятся в диапазоне 
98,0 – 102,0%; RSD значений открываемо-
сти не превышает 3,0%; доверительный 
интервал включает 100% значение, что 
указывает на приемлемую точность мето-
дик (таблица 3).  

Испытания в тесте «Робастность» по-
казали, что небольшие изменения скоро-
сти потока, соотношения компонентов 
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подвижной фазы, температуры колонки, 
концентрации трифторуксусной кислоты 
не оказывает критического влияния на 

пригодность хроматографической систе-
мы (Таблица 3). 

Аналитическая область методики 
представлена в таблице 5. 

Таблица 4 – Результаты испытания по тесту «Робастность» 

Изменяемый па-
раметр 

Значение 
параметра 

Пригодность хроматографиче-
ской системы Соответ-

ствие (Да/
Нет) 

Число тео-
ретических 
тарелок (N) 

Фактор асиммет-
рии (F) 

Скорость потока, 
мл/мин 

0,9 10815 1,033 Да 

1,1 9622 1,030 

Соотношение ком-
понентов ПФ 

87:13 об/об 11722 1,021 Да 

83:17 об/об 8675 1,047 

Температура ко-
лонки, ℃ 

27 10046 1,146 Да 

33 10645 1,031 

Концентрация 
кислоты трифто-
руксусной, мл/л 

0,49 11979 0,990 Да 

0,55 10506 1,029 

В соответствии с методикой 10263 1,033 Да 

Норма ≥ 2000 ≤ 2,0 - 

Таблица 5 – Результаты определения аналитической области методики 

Критерии приемлемости 
Полученные 
результаты 

Диапазон линейности методики составляет от 80 до 120 
% от номинального значения 

Диапазон линейности  
методики: 

83,8 - 125,7% 

Диапазон правильности методики составляет не менее, 
чем от 80 до 120 % от номинального значения 

Диапазон правильности 
методики: 

83,8 - 125,7% 

Показатели прецизионности: «Сходимость» и 
«Внутрилабораторная прецизионность» удовлетворяют 
критериям приемлемости 

Удовлетворяют 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Была разработана методика количе-

ственного определения марбофлоксацина 
в субстанции и растворе для инъекций 
«Марботим» на основе высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии. Показа-
но, что методика позволяет разделять 
примеси, образующиеся при УФ-стрессе 
марбофлоксацина, показатель спектраль-
ной чистоты основного аналита положи-
телен, пригодность системы соответству-
ет нормам. Методика линейна и правиль-
на в диапазоне 83,8 – 125,7%, а также поз-

воляет получать сходимые и воспроизво-
димые результаты. Методика особенно 
полезна для количественного определе-
ния марбофлоксаццина в лабораториях 
контроля качества, поскольку в методе не 
используются дорогие реактивы, корот-
кое время анализа и простая пробоподго-
товка. 

На основании результатов тестирова-
ния по валидационным параметрам, мето-
дике количественного определения мар-
бофлоксацина в субстанции и лекар-
ственном препарате «Марботим» в форме 
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раствора для инъекций присвоен статус 
«Валидированы». Данная методика была 
апробирована и внедрена ООО 
«Апиценна». 
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ABSTRACT 
The aim of this work was to develop and 

validate a method for the quantitative deter-
mination of marbofloxacin in the substance 
and the medicinal product "Marbotim" in the 
form of an injection solution using high-
performance liquid chromatography. The 
following tasks were solved in the course of 
the work: to develop methods for the quanti-
tative determination of marbofloxacin in the 
substance and medicinal products based on 
it, to validate the method for the quantitative 
determination of marbofloxacin in the sub-
stance and in the preparation "Marbotim" in 
the form of an injection solution. The quan-
titative content of marbofloxacin was deter-
mined using high-performance liquid chro-
matography according to OFS.1.2.1.2.0005 
or FEAEC 2.1.2.28 [4]. The work used the 
analytical standard sample of marbofloxacin 
series G1297125 (DR. EHRENSTORFER) 
with the content of the active substance of 
99.28%, acetonitrile (Alpha Chemika, In-
dia), trifluoroacetic acid (Central Drug 
House, India), glacial acetic acid (Sigma-
Aldrich, USA) and ultrapurified water ob-
tained using the Rephile Genie U device that 
produces ultrapure water (type I water) and 
reverse osmosis water (type III water) 
(China). Validation was carried out accord-
ing to OFS.1.1.0012. A 0.1% (vol.) solution 

of acetic acid was used as a solvent. The 
standard solution of marbofloxacin, test solu-
tions of marbofloxacin substance and the 
medicinal product "Marbotim" were pre-
pared using a solvent (0.1% acetic acid solu-
tion) and with a final concentration of mar-
bofloxacin - 16 μg / ml. Based on the results 
of testing for the parameters: specificity, 
linearity, convergence, intralaboratory preci-
sion, accuracy, analytical range, robustness, 
the methods for the quantitative determina-
tion of marbofloxacin in the substance and 
the medicinal product "Marbotim" in the 
form of an injection solution were assigned 
the status "Validated". 
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