


Для заказа доставки данной работы воспользуйтесь поиском на сайте по ссылке:  http://www.mydisser.com/search.html


[bookmark: _GoBack]МІНІСТЕРСТВО ОХОРОНИ ЗДОРОВ’Я УКРАЇНИ
ЗАПОРІЗЬКИЙ ДЕРЖАВНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ

На правах рукопису


ДЕМЧЕНКО ВІКТОРІЯ ОЛЕКСАНДРІВНА

УДК 615.282.31:[547.77:547.654.1].011

АНАЛІТИЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ 
В РЯДІ ПРОТИГРИБКОВИХ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ ПОХІДНИХ АЗОЛІВ ТА НАФТИЛМЕТИЛЕНАМІНУ


15.00.02 – фармацевтична хімія та фармакогнозія

Дисертація на здобуття наукового ступеня
кандидата фармацевтичних наук


Науковий керівник	
Петренко Володимир Васильович		
доктор фармацевтичних наук, професор	




Запоріжжя - 2009
ЗМІСТ
	ВСТУП
	5

	РОЗДІЛ 1. СУЧАСНИЙ СТАН ФАРМАЦЕВТИЧНОГО РИНКУ ТА АНАЛІЗУ ПРОТИГРИБКОВИХ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
	

11

	1.1. Маркетингові дослідження ринку лікарських засобів протигрибкової дії
1.1.1. Аналіз тенденцій поширеності грибкових захворювань
1.1.2. Класифікація протигрибкових лікарських засобів
1.1.3. Дослідження ринку протигрибкових препаратів на прикладі похідних азолів та нафтилметиленаміну (власні дослідження)
	
11
11
15


18

	1.2. Методи аналізу лікарських речовин протигрибкової дії похідних азолів та нафтилметиленаміну 
1.2.1. Спектрофотометричні методи визначення лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну
1.2.2. Електрохімічні методи визначення лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну
1.2.3. Хроматографічні методи в аналізі лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну
1.2.4. Методи аналізу  лікарських речовин похідних азолів  та нафтилметиленаміну за аналітичною нормативною документацією
	
24

24

30

35

43

	РОЗДІЛ 2. ОБ’ЄКТИ ДОСЛІДЖЕННЯ, РЕАГЕНТИ І РОЗЧИННИКИ. ЗАГАЛЬНІ МЕТОДИ АНАЛІЗУ
	 
  48

	2.1. Об’єкти дослідження
	  48

	2.2. Реагенти та розчинники
	  52

	2.3. Загальні методи аналізу
	  52

	РОЗДІЛ 3. ЗАСТОСУВАННЯ АЛІЗАРИНОВОГО ЧЕРВОНОГО С І АЛЮМІНОНУ ДЛЯ РОЗРОБКИ СПОСОБІВ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ ЛІКАРСЬКИХ РЕЧОВИН ПРОТИГРИБКОВОЇ ДІЇ ПОХІДНИХ АЗОЛІВ ТА НАФТИЛМЕТИЛЕНАМІНУ
	  

  56

	3.1. Застосування УФ-спектрів поглинання для ідентифікації лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну
	
  56

	3.2. Вивчення умов реакції алізаринового червоного С з досліджуваними речовинами
	
  72

	3.3. Вивчення механізму реакції алізаринового червоного з досліджуваними речовинами на підставі квантово-хімічних показників
	

  81

	3.4. Спектри поглинання продуктів реакції алізаринового червоного С з лікарськими речовинами та встановлення аналітичних показників чутливості реакції
	

  83

	3.5. Встановлення  складу  продуктів  реакції алізаринового червоного С з досліджуваними лікарськими речовинами
	
  86

	3.6. Вивчення умов реакції алюмінону з досліджуваними речовинами
	  91

	3.7. Спектри поглинання продуктів реакції алюмінону з лікарськими речовинами та встановлення аналітичних показників чутливості реакції
	

  97

	3.8. Встановлення складу продуктів реакції алюмінону з досліджуваними лікарськими речовинами
	
  99

	Висновки
	  107

	РОЗДІЛ 4. РОЗРОБКА МЕТОДИК КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ ЗА ЇХ РЕАКЦІЯМИ З АЛІЗАРИНОВИМ ЧЕРВОНИМ С І АЛЮМІНОНОМ
	
  
  109

	4.1. Використання алізаринового червоного С для кількісного визначення кетоконазолу і клотримазолу в лікарських формах
4.1.1. Методика визначення питомого показника поглинання лікарських речовин за їх реакцією з алізариновим червоним С
4.1.2. Методика кількісного визначення досліджуваних речовин у готових лікарських формах
	
  109


  109

  111

	4.2.  Використання алюмінону для кількісного визначення міконазолу нітрату і тербінафіну гідрохлориду в лікарських формах  
4.2.1. Методика визначення питомого показника поглинання лікарських речовин за їх реакцією з алюміноном
4.2.2. Методика кількісного визначення досліджуваних речовин  у готових лікарських формах
	  
  116

  116

  117

	4.3. Валідаційні характеристики методик кількісного визначення досліджуваних речовин у лікарських формах
	
  120

	Висновки
	  143

	РОЗДІЛ 5. ЗАСТОСУВАННЯ ВИСОКОЕФЕКТИВНОЇ РІДИННОЇ ХРОМАТОГРАФІЇ ДЛЯ АНАЛІЗУ ЛІКАРСЬКИХ РЕЧОВИН ПРОТИГРИБКОВОЇ ДІЇ ПОХІДНИХ АЗОЛІВ І  НАФТИЛМЕТИЛЕНАМІНУ
	


  144

	5.1. Характеристика параметрів підбору оптимальних умов для кількісного визначення лікарських речовин методом ВЕРХ
	
  144

	5.2. Розробка оптимальних умов для кількісного визначення флуконазолу і тербінафіну гідрохлориду в лікарських формах
	
  151

	Висновки
	  159

	ЗАГАЛЬНІ ВИСНОВКИ
	  160

	ДОДАТКИ
	  162

	СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ
	  180







ВСТУП

Актуальність теми. В Україні, як і в усьому світі, спостерігається помітне збільшення захворюваності населення на мікози. За даними ВООЗ, грибковими недугами страждає кожна четверта людина планети. Не дивлячись на всі старання медиків, рівень захворюваності залишається високим, що говорить про масове розповсюдження грибкових захворювань серед населення, в тому числі і у нашій країні.
Одним з основних напрямків у вирішенні цієї проблеми є використання лікарських засобів, здатних впливати на грибки. Більшу частину асортименту антимікотиків складають представники похідних азолів – імідазолу, тріазолу. Інтерес також виявляється до похідних нафтилметиленаміну, кількість яких останнім часом збільшується на фармацевтичному ринку, як правило, за рахунок відтворених препаратів. Тому, для ефективного та безпечного застосування препаратів цієї групи, необхідно підвищувати вимоги щодо контролю якості лікарських засобів шляхом розробки нових, а також удосконалення та уніфікації існуючих методів фармацевтичного аналізу.
Більшість наукових досліджень у цьому напрямку базується на розробці сучасних методик аналізу лікарських речовин, а також на пошуку нових шляхів при використанні вже відомих способів ідентифікації та кількісного визначення.
У наш час у фармацевтичному аналізі домінують фізико-хімічні методи, найбільш доступними та надійними з яких є методи спектрофотометричного та хроматографічного аналізу. Серед них доступністю та простотою виконання характеризується спектрофотометрія у видимій області спектра. Загальною проблемою розвитку цього методу є пошук доступних, достатньо селективних, високочутливих реагентів, оскільки існуючий асортимент кольорореагентів не завжди може використовуватись у кількісному спектрофотометричному аналізі лікарських засобів. Достатньої уваги заслуговують хроматографічні методи, зокрема високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ). Отже, розробка простих у виконанні способів кількісного визначення лікарських речовин спектрофотометричними та хроматографічними методами є актуальною проблемою фармацевтичної науки і практики. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана у відповідності з планом проблемної комісії «Фармація» МОЗ та АМН України та планом наукових досліджень Запорізького державного медичного університету і є фрагментом комплексної теми «Застосування фізико-хімічних методів для аналізу якості лікарських засобів, похідних 3-кетостероїдів, азолів та інших» (№ державної реєстрації 0106U008116, шифр теми ІН 15.00.02.06).
Мета і завдання дослідження. Метою дослідження є наукове обґрунтування та розробка чутливих, простих у виконанні спектрофотометричних та хроматографічних методик кількісного аналізу лікарських засобів протигрибкової дії похідних азолів та нафтилметиленаміну, в тому числі на основі їх реакцій з алізаринами та алюміноном. 
Для досягнення поставленої мети вирішувались такі завдання:
- провести моніторинг вітчизняного фармацевтичного ринку протигрибкових лікарських засобів, на прикладі похідних азолів та нафтилметиленаміну;
- визначити основні оптичні характеристики електронних спектрів поглинання  досліджуваних лікарських речовин для можливого застосування їх при визначенні тотожності;
- встановити оптимальні умови кількісного утворення продуктів реакції алізаринового червоного С та алюмінону з досліджуваними лікарськими речовинами похідними азолів і нафтилметиленаміну, розрахувати аналітичні показники чутливості реакцій;
- встановити коефіцієнти стехіометричних співвідношень “реагент – лікарська речовина”, визначити напрямок та запропонувати ймовірний хімізм реакцій;
- розробити спектрофотометричні методики кількісного визначення  та провести їх валідацію;
- встановити оптимальні умови проведення високоефективної рідинної хроматографії лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну та розробити методики їх кількісного визначення у лікарських формах;
- впровадити розроблені методики кількісного визначення у роботу територіальних Державних інспекцій з контролю якості лікарських засобів.
Об’єкти дослідження. Лікарські речовини протигрибкової дії похідні азолів – імідазолу, тріазолу та нафтилметиленаміну.
Предмет дослідження. Розробка науково обґрунтованих спектрофотометричних та хроматографічних методик кількісного аналізу протигрибкових лікарських речовин похідних азолів – імідазолу, тріазолу та нафтилметиленаміну.
Методи дослідження. Для розробки нових методик  кількісного аналізу лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну застосовано спектрофотометрію у видимій області спектру, високоефективну рідинну хроматографію (ВЕРХ). Стехіометричні співвідношення реагуючих речовин встановлювали фотометричними методами насичення та ізомолярних серій. Обробку спектрів проводили з використанням програмного пакету WinASPECT 2.2.1.0. Обробка хроматограм проводилась із застосуванням програмного забезпечення Totalchrom 6.3.1.0504.  Для розрахунків електронної густини вихідних речовин використовували програмний пакет „CS ChemOffice v.8.0”. Побудову графіків  проводили з використанням програми «Sigma Plot v.11».
Наукова новизна одержаних результатів. Науково обґрунтована та експериментально доведена можливість застосування  алізаринового червоного С і алюмінону у фармацевтичному аналізі для кількісного визначення лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну. Встановлені оптимальні умови перебігу реакції алізаринового червоного С та алюмінону з лікарськими речовинами, розраховані аналітичні показники чутливості реакцій.
Визначені основні оптичні характеристики електронних спектрів  поглинання досліджуваних лікарських речовин похідних азолів та нафтилметиленаміну в амфіпротних, протогенних і протофільних розчинниках, які можуть бути застосовані для ідентифікації досліджуваних речовин.
Визначені коефіцієнти стехіометричних співвідношень “реагент – лікарська речовина”, виявлена направленість реакцій досліджуваних лікарських речовин з алізариновм червоним С  і алюміноном та запропоновано ймовірний хімізм реакцій.
Встановлено оптимальні умови кількісного визначення флуконазолу і тербінафіну гідрохлориду в їх лікарських формах на підставі аналізу характеристик і параметрів хроматографування.
Наукова новизна одержаних результатів захищена 2 деклараційними патентами України та 1 нововведенням. 
Практичне значення одержаних результатів. Розроблено 18 нових,  чутливих, простих у застосуванні спектрофотометричних та  хроматографічних методик кількісного аналізу 5 лікарських речовин в лікарських формах промислового виробництва. Розширено асортимент аналітичних реагентів для кількісного спектрофотометричного аналізу.
Методики  впроваджені в практику роботи лабораторій Державних інспекцій з контролю якості лікарських засобів Запорізької, Кіровоградської, Дніпропетровської, Миколаївської, Чернігівської  областей та м. Києва (акти впровадження від 25.02.08 р., 28.01.08 р., 25.03.08 р., 30.01.08 р., 28.01.08 р., 29.01.08 р. відповідно). 
Результати досліджень знайшли впровадження в навчальному процесі при викладанні курсу фармацевтичної хімії у Національному фармацевтичному університеті (м. Харків), Запорізькому державному медичному університеті, Одеському державному медичному університеті, Національному медичному університеті ім. О.О. Богомольця, Тернопільському державному медичному університеті ім. І.Я. Горбачевського.
„Спосіб кількісного визначення кетоконазолу у супозиторіях» включено до галузевого реєстру нововведень МОЗ України за 2008 р. (реєстр. № 307/29/08).
Особистий внесок здобувача. Особисто дисертантом здійснено пошук і аналіз даних наукової літератури стосовно проблеми, що вивчається, виконана експериментальна частина дисертаційної роботи, проведена графічна та статистична обробка одержаних результатів. Автором написані всі розділи дисертаційної роботи, сформульовані висновки та запропоновані практичні рекомендації. Постановка задачі та обговорення результатів проведені з науковим керівником.
У дисертації не були використані ідеї або розробки, що належать співавторам, разом з якими були опубліковані наукові праці. 
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Публікації. За результатами дисертаційних досліджень опубліковано 18 наукових робіт, у тому числі 7 статей, з них 6 - у фахових виданнях, 9 тез доповідей, отримано 2 деклараційних патенти на винаходи. 


ЗАГАЛЬНІ ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і нове вирішення наукової задачі, що виявляється в обґрунтуванні та розробці чутливих, простих у виконанні спектрофотометричних та хроматографічних методик кількісного аналізу лікарських засобів протигрибкової дії похідних азолів та нафтилметиленаміну. 
1. На підставі даних наукової літератури проаналізовано тенденції поширеності грибкових захворювань, проведено дослідження вітчизняного фармацевтичного ринку антимікотиків, обґрунтовано доцільність розробки та впровадження нових, простих у виконанні, доступних методів кількісного аналізу  для обраної групи лікарських засобів.
2. Визначено основні оптичні характеристики електронних спектрів поглинання лікарських речовин похідних азолів і нафтилметиленаміну в амфіпротних, протогенних та протофільних розчинниках.
3. Науково обґрунтована та експериментально доведена можливість застосування у спектрофотометричному аналізі алізаринового червоного С і алюмінону, як чутливих аналітичних кольорореагентів для кількісного визначення досліджуваних речовин, встановлені оптимальні умови проведення фотометричних реакцій алізаринового червоного С з кетоконазолом і клотримазолом, алюмінона з тербінафіну гідрохлоридом і міконазолу нітратом та розраховані аналітичні показники чутливості. Встановлено, що реакції характеризуються достатньою чутливістю - межі виявлення становлять 3,83-3,95 мкг/мл за реакцією з алізариновим червоним, 11,32 - 18,20 мкг/мл за реакцією з алюміноном. 
4. На основі проведених квантово-хімічних розрахунків запропоновано напрями перебігу реакцій між алізариновим червоним С і кетоконазолом та клотримазолом; між алюміноном і тербінафіну гідрохлоридом та міконазолу нітратом за утворенням іонних асоціатів.
5. Визначено коефіцієнти стехіометричних співвідношень “реагент – лікарська речовина” з утворення продуктів реакцій. Показано, що алізариновий червоний С реагує з лікарськими речовинами у співвідношенні 1:1, алюмінон - у співвідношенні 1:2. 
6. Розроблено доступні, прості у виконанні, чутливі, експресні методики кількісного спектрофотометричного визначення досліджуваних лікарських речовин у складі сучасних лікарських препаратів Доведено, що розроблені методики за такими характеристиками, як специфічність, лінійність, правильність, прецизійність, діапазон застосування та робасність є валідними. 
7. Обґрунтовано оптимальні умови визначення флуконазолу і тербінафіну гідрохлориду методом високоефективної рідинної хроматографії та розроблено методики їх кількісного визначення у лікарських формах промислового виробництва. 
8. Показана можливість застосування запропонованих методик для визначення якості лікарських засобів, зокрема в роботі Державних інспекцій з контролю якості лікарських засобів та ВТК хіміко-фармацевтичних заводів.
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