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фенола в иммунобиологических лекарственных препаратах полученных различными методами. Проведена оцен-
ка статистической значимости различий результатов определения фенола методами, описанными в НД на зару-
бежные и отечественные препараты: использован однофакторный дисперсионный анализ с применением крите-
рия Фишера (F-критерия). Сделан вывод о взаимозаменяемости исследованных методов определения фенола 
в ИЛП и актуальности разработки и аттестации стандартного образца сравнения и образца подтверждения пра-
вильности измерений.
Ключевые слова: фенол; количественная оценка; статистически значимые различия; иммунобиологические лекарствен-
ные препараты. 
Библиографическое описание: Колесникова ОН, Коротков МГ, Малкова ВИ, Рунова ОБ, Устинникова ОБ, Климов ВИ. 
Оценка сопоставимости результатов определения фенола в иммунобиологических лекарственных препаратах. Биопрепа-
раты 2015; (4): 44–51.

The article presents the practical assessment of the possibility of harmonization and standardization of methods for the 
determination of phenol in the immunebiological medicines.  The evaluation of the statistical significance of differences 
in the results of determinations of phenol existing methods described in the standard documentation for foreign and 
domestic preparations: used �NOV� with Fisher’s exact test (F-test). The conclusion of the interchangeability of 
the studied methods for the determination of phenol in the immune-biological medicines and the opportunity of the 
development and certification of standard reference  and sample validation measurements.
Key words: phenol; quantitative assessment; a statistically significant difference; immunebiological medicines.
�ibliographic description: Kolesnikova ON, Korotkov MG, Malkova VI, Rounova OB, Ustinnikova OB, Klimov VI. Evaluation of 
comparability of results of determination of phenol in the immune-biological medicines. Biopreparation (Biopharmaceuticals) 
2015; (4): 44–51.

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2015 
УДК 615. 371:615.917

Фенол – органическое соединение, гидрокси�производное 
бензола, являющееся одним из основных консервантов, при�
меняемых при производстве иммунобиологических лекар�
ственных препаратов (ИЛП). Фенол ядовит и вызывает нару�
шение функций нервной системы, быстро всасывается даже 
через неповрежденные участки кожи и уже через несколь�
ко минут начинает воздействовать на ткани головного мозга. 
Пыль, пары и раствор фенола раздражают слизистые оболоч�
ки глаз, дыхательных путей, кожу [1].

В производстве ИЛП фенол применяется в качестве кон�
серванта в концентрации от 0,15 до 0,4% [2]. К препаратам 
как отечественного, так и зарубежного производства, содер�
жащим фенол в качестве консерванта, относятся неинфекци�
онные аллергены, туберкулезные аллергены, поливалентные, 
полисахаридные и липополисахаридные вакцины, иммуно�
модулирующие препараты в форме мазей и суппозиториев. 
Данные препараты различны по составу, форме выпуска и со�
держанию фенола [2].

Контроль на содержание фенола обеспечивает необходи�
мую безопасность применения соответствующего препарата 
как со стороны отсутствия бактерийной контаминации, так и с 
точки зрения безопасности его применения. 

Традиционно сложившаяся методическая база, основан�
ная на национальных фармакопеях и частных статьях, при�
водит к необходимости оценки содержания одного и того же 
консерванта различными методами [2, 3]. В свое время, в ла�
боратории биохимии и биотехнологии ГИСК им. Л.А. Тарасе� Тарасе�Тарасе�
вича было разработано определение фенола в ИЛП методом 
газожидкостной хроматографии [4]. Данный метод являет�
ся высокочувствительным, быстрым в исполнении и перспек�
тивным для внедрения. Однако, на сегодняшний день, данный 
метод не включен ни в одну из нормативных документаций на 
иммунобилогические препараты. Таким образом, основными 
методами оценки фенола в ИЛП, на сегодняшний день, явля�
ются спектрофотометрический метод (традиционный для от�
ечественных препаратов), колориметрический метод (ЕФ, НД 
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на зарубежные препараты) и метод ВЭЖХ (НД на зарубежные 
препараты).

Практическое исследование методической базы, приме�
няемой для определения фенола, с целью оценки сопоста�
вимости результатов испытаний, полученных с применением 
разных методов, может свести к минимуму технические и эко�
номические сложности, возникающие в рамках одной испыта�
тельной лаборатории [2]. 

В ходе проведения лабораторной фармацевтической экс�
пертизы и оценки соответствия иммунобиологических лекар�
ственных средств (ИЛС) требованиям утвержденной доку�
ментации в части физико�химических показателей качества, 
применяются СО утвержденных типов, как носителей атте�
стованных значений состава и свойств веществ с целью обе�
спечения единства измерений [5, 6]. Оценка необходимости 
аттестации стандартных образцов медицинских биологиче�
ских препаратов показана в ряде публикаций [7–10]. На се�
годняшний день, подобным метрологическим инструментом 
обеспечен ряд методик, применяемых для оценки физико�
химических показателей качества, непосредственно отража�
ющих эффективность и безопасность ИЛС (белок как основ�
ное действующее вещество, гетерологичные примеси бел�
ковой природы, адъювант, консервант и т.п.), СО содержания 
фенола отсутствует. Кроме того, применение различных ме�
тодик количественного определения фенола диктует необ�
ходимость использовании стандартных образцов содержа�
ния фенола с целью получения подтверждения правильности 
полученных результатов и согласованности значений при ис�
пользовании альтернативных методов контроля.

Таким образом, данное исследование направлено на 
сравнительное изучение основных методов количественно�
го определения фенола в ИЛП, с целью получения экспери�
ментального подтверждения взаимозаменяемости методик 
и возможности выбора методики, отличной от указанной в 
нормативной документации, с учетом оснащения лаборато�
рии, при условии использования единых стандартных образ�
цов для построения калибровочного графика и подтвержде�
ния правильности воспроизведения методики.

Материалы и методы исследования

Методы
1. Колориметрический метод определения фенола
 Метод описан в Европейской фармакопее [11] и осно�

ван на образовании соединений фенола с аминопиразоло�
ном (4�аминоантипирин) в присутствии феррицианида калия, 
детектируемых при 546 нм. Испытуемый раствор разводят 
до концентрации фенола в пределах калибровочной кривой, 
прибавляют раствор аминопиразолона и раствор калия фер�
рицианида, выдерживают и измеряют интенсивность окраши�
вания при длине волны 546 нм, содержание фенола рассчиты�
вают по калибровочному графику. Для определения использу�
ют спектрофотометр с излучением в видимой области спек�
тра. 

2. Спектрофотометрический метод
Метод основан на способности фенола поглощать уль�

трафиолетовый свет, и заключается в измерении оптической 
плотности растворов при длинах волн 269 нм (максимум по�
глощения фенола) и 290 нм (максимум поглощения окра�
шенных примесей) с последующим определением содержа�

ния фенола по калибровочному графику. Для измерения был 
использован спектрофотометр с излучением в УФ�области 
[12–14]. 

3. Метод ВЭЖХ
Метод основан на измерении поглощения УФ�излучения 

фракцией фенола при длине волны 270 нм. Работу прово�
дили при комнатной температуре с использованием метода 
обращенно�фазовой хроматографии на жидкостном хрома�
тографе Wa���� �ll�a�c� 2695 с диодно�матричным детекто��ll�a�c� 2695 с диодно�матричным детекто� 2695 с диодно�матричным детекто�
ром Wa���� 2998 в изократическом режиме на октадецилсили�Wa���� 2998 в изократическом режиме на октадецилсили� 2998 в изократическом режиме на октадецилсили�
кагельной колонке размером 3,9 мм × 150 мм, 5 мкм. В соста�
ве подвижной фазы применяли ацетонитрил, уксусную кисло�
ту. Время хроматографирования 12 мин [15]. 

4. Статистические методы анализа
При расчете результатов использовали статистические 

методы анализа [16, 17]: 
� среднего арифметическое вычисляли по формуле

� стандартное отклонение � определяли по формуле:

� коэффициент вариации R�D %, рассчитывали по фор�
муле:

� внутривидовую дисперсию рассчитывали как квадрат 
стандартного отклонения:

� межгрупповую дисперсию рассчитывали как квадрат 
стандартного отклонения средних значений, полученных каж�
дым из методов от общего среднего, для каждого образца:

� критерий Фишера, для каждого из примененных методов 
рассчитывали как отношение среднего значения межгруппо�
вых дисперсий, к среднему значению внутригрупповой дис�
персии для каждого метода:

� критическое значение критерия Фишера определяли по 
таблице. Для этого находили значение внутригрупповой и 
межгрупповой степеней свободы:

Материалы

1. Образец 1 – вакцина пневмококковая поливалентная по�
лисахаридная Пневмо 23, производства «Санофи Пастер», 
Франция, серия К7369�6.
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2. Образцы 2 и 3 – вакцина пневмококковая полисаха�
ридная Пневмовакс 23, производство M�D Польша, серия 
J015447 (флаконы) и серия 0000264237 (шприцы) соответ�015447 (флаконы) и серия 0000264237 (шприцы) соответ�
ственно.

3. Образец 4 и 5 – вакцина брюшнотифозная полисахарид�
ная Вианвак, производства «Гринтвак», серии 325 и 329 соот�
ветственно.

4. Образцы 6 и 7 – вакцина липополисахаридная Шигелл�
вак, производства «Гринтвак», серии 126 и 132 соответствен�
но.

5. Образец 8 – аллерген пыльцы орешника, производство 
НПО «Микроген», Ставрополь, серия 216.

6. Образец 9 – микст�Аллерген пыльцы луговых трав, про�
изводство НПО «Микроген», Ставрополь, серия 61.

7. Образец 10 – Н�ал весенняя смесь ранняя, производство 
«Севафарма» а.о., Чешская республика, серия 01�0512.

8. Образцы 11 и 12 – разводящая жидкость для аллерге�
нов, производство «Микроген», Ставрополь, серии 68 и 70 со�
ответственно.

9. Образец 13 – туберкулезный аллерген Диаскинтест, про�
изводство «Генериум», Россия, серия 010111. 

10. Для приготовления растворов для построения калибро�
вочной кривой был использован коммерческий реактив фе�
нол («��gma�ald��ch», кат.№ Р 1037). 

Результаты

Для исследования были выбраны образцы ИЛП с различ�
ными концентрациями фенола и методами его оценки. Срав�
нительные материалы представлены в таблице 1.

Таблица 1. Данные по препаратам, отобранным для экспериментальных работ 

Наименование препарата Производитель Содержание фенола
(по требованиям НД)

Метод определения фенола

Аллергены и разводящая жидкость ФГБУ НПО «Микроген» МЗ РФ, Ставрополь 0,2–0,4%
(2,0–4,0 мг/мл) Спектрофотометрический

Аллергены: 
Н-АЛ

(прик-тест диагностический)
«Севафарма» а.о., Чехия 1,0–4,0 мг/мл Колориметрический

Диаскинтест (аллерген туберкулез-
ный очищенный в стандартном раз-

ведении)

ЗАО «Лекко», Харьков

ЗАО «Генериум»
0,2–0,3% Спектрофотометрический

Гонококковая вакцина ФГБУ НПО «Микроген» МЗ РФ г. Томск не более 0,25% Спектрофотометрический
Пневмо-23

(вакцина пневмококковая полива-
лентная полисахаридная)

«Санофи Пастер С.А.»,
Франция не более 0,25% Колориметрический

Шигеллвак
(вакцина дизентерийная против ши-

гелл Зонне, липополисахаридная)

ООО
«Гритвак»,

Москва

Не более 0,75 мг/0,5 мл  
(не более 0,15%) Спектрофотометрический

Вианвак
(вакцина брюшнотифозная  

Ви- полисахаридная)

ООО
«Гритвак»,

Москва

Не более 0,75 мг/0,5 мл  
(не более 0,15%) Спектрофотометрический

Пневмовакс-23 MSD Польша От 0,225 до 0,275% ВЭЖХ

Было проведено определение содержания фенола в ис�
следуемых образцах тремя методами. Образцы анализиро�
вали в двух параллельных пробах, каждую методику воспро�
изводили 5 раз, таким образом, для каждого препарата, сум�
марно в условия повторяемости и внутрилабораторной вос�
производимости, были сделаны по 10 измерений каждым из 
трех методов.

Для определения фенола колориметрическим методом 
использовали калибровочную характеристику, построенную 
в диапазоне от 5 до 50 мкг�мл из рабочего раствора фенола, 
концентрации 100 мкг�мл (табл. 2).

Результаты определения содержания фенола в испытуе�
мых образцах колориметрическим методом представлены в 
таблице 3.

Из таблицы 3 следует, что стандартное отклонение значе�
ний по десяти измерениям для всех исследуемых препара�
тов не превышает 0,17. Значения коэффициента вариации на�
ходятся в границах от 0,99 до 6,53%. Значения концентраций 
фенола, полученные для каждого препарата, соответствуют 
требованиям НД на препарат к количественному содержа�
нию фенола (таблица 1). Среднее значение внутригрупповой 
дисперсии  для спектрофотометрического метода равно 
0,005125.

Для определения фенола спектрофотометрическим мето�
дом использовали калибровочную характеристику, построен�
ную в диапазоне от 5 до 50 мкг�мл из рабочего раствора фе�
нола, концентрации 100 мкг�мл (табл. 4).

Результаты определения содержания фенола в испытуе�
мых образцах спектрофотометрическим методом представ�
лены в таблице 5.

Таблица 2. Результаты построения калибровочных графиков для колориметрического метода

Значения оптических плотностей для стандартных растворов  
заданных концентраций (мкг/мл) Калибровочные кривые Коэффициент корреляции  

кривой
5 10 20 30 40 50

0,149 0,298 0,59 0,879 1,161 1,444 y=0,0288x+0,0105 R=0,9999

0,146 0,294 0,592 0,873 1,155 1,432 y=0,0284x+0,0175 R=0,9998

0,149 0,298 0,602 0,886 1,187 1,495 y=0,0298x-0,0005 R=0,9999

0,152 0,295 0,600 0,889 1,167 1,456 y=0,029x+0,011 R=0,9998

0,146 0,296 0,573 0,907 1,174 1,444 y=0,0291x+0,0052 R=0,999
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Таблица 3. Результаты определения концентраций фенола (мг�мл) в испытуемых образцах колориметрическим методом

Образец
Результаты испытаний за 5 дней

Хср S RSD%
1 2 3 4 5

№ 1
2,10 2,05 2,05 2,07 2,07

2,06 0,07 3,49 0,005135
1,93 2,20 1,96 2,07 2,06

№ 2
2,41 2,42 2,34 2,34 2,44

2,41 0,08 3,26 0,006168
2,45 2,59 2,32 2,36 2,41

№ 3
2,74 2,53 2,36 2,44 2,75

2,56 0,17 6,53 0,028047
2,73 2,40 2,53 2,40 2,77

№ 4
1,20 1,27 1,22 1,24 1,23

1,23 0,04 3,04 0,001405
1,21 1,32 1,19 1,23 1,22

№ 5
1,19 1,19 1,22 1,22 1,18

1,20 0,02 1,30 0,000242
1,20 1,19 1,22 1,20 1,18

№ 6
1,24 1,30 1,23 1,24 1,29

1,25 0,03 2,55 0,001019
1,22 1,29 1,21 1,24 1,23

№ 7
1,25 1,25 1,24 1,23 1,28

1,25 0,01 0,99 0,000153
1,23 1,25 1,25 1,24 1,25

№ 8
2,43 2,44 2,57 2,46 2,44

2,44 0,06 2,51 0,003751
2,48 2,40 2,41 2,34 2,40

№ 9
2,61 2,56 2,56 2,57 2,63

2,60 0,06 2,34 0,003698
2,55 2,68 2,71 2,52 2,61

№ 10
1,71 1,98 1,81 1,72 1,75

1,77 0,09 5,26 0,008671
1,70 1,80 1,69 1,86 1,69

№ 11
2,78 2,90 2,72 2,78 2,83

2,80 0,06 2,21 0,003819
2,75 2,89 2,76 2,75 2,83

№ 12
3,09 2,98 3,06 3,04 2,88

3,04 0,06 2,06 0,003912
3,03 3,07 3,08 3,05 3,06

№ 13
2,46 2,40 2,40 2,40 2,42

2,42 0,02 1,02 0,000607
2,40 2,40 2,40 2,45 2,44

Среднее значение внутригрупповой дисперсии  0,005125

Таблица 4. Результаты построения калибровочных графиков для спектрофотометрического метода

Значения оптических плотностей для стандартных растворов заданных концентраций (мкг/мл) Калибровочные  
кривые

Коэффициент  
корреляции кривой5 10 20 30 40 50

0,077 0,147 0,301 0,444 0,584 0,737 y=0,0146x+0,0038 R=0,9998
0,07 0,144 0,293 0,433 0,565 0,704 y=0,0141x+0,0051 R=0,9995

0,075 0,149 0,299 0,439 0,577 0,706 y=0,0141x-0,0107 R=0,9993
0,074 0,152 0,299 0,439 0,575 0,716 y=0,0142x+0,0092 R=0,9997
0,073 0,144 0,285 0,426 0,568 0,708 y=0,0141x+0,0027 R=1

Таблица 5. Результаты определения фенола (мг�мл) в испытуемых образцах спектрофотометрическим методом

Образец Результаты испытаний за 5 дней Хср S RSD%
1 2 3 4 5

№1
2,17 2,15 2,00 2,10 2,10

2,08 0,06 2,95 0,003748
2,02 2,02 2,02 2,06 2,12

№2
2,52 2,56 2,39 2,44 2,46

2,46 0,06 2,59 0,00405
2,56 2,41 2,41 2,40 2,46

№ 3
2,90 2,51 2,38 2,42 2,79

2,59 0,20 7,77 0,040453
2,75 2,36 2,55 2,43 2,79

№ 4
1,33 1,26 1,25 1,25 1,27

1,27 0,04 2,80 0,001264
1,32 1,28 1,27 1,24 1,21

№ 5
1,18 1,17 1,21 1,20 1,18

1,19 0,02 1,36 0,00026
1,17 1,17 1,22 1,18 1,18

№ 6
1,32 1,24 1,25 1,24 1,25

1,27 0,04 3,35 0,001812
1,36 1,29 1,24 1,29 1,23

№ 7
1,25 1,22 1,28 1,25 1,25

1,24 0,02 1,98 0,000601
1,23 1,19 1,24 1,25 1,22

№ 8
3,03 2,94 3,16 2,87 2,97

2,98 0,08 2,66 0,006283
2,98 2,90 2,97 3,03 3,00

№ 9
2,80 2,90 2,82 2,75 2,81

2,86 0,09 2,98 0,007248
2,85 2,89 2,99 2,77 2,99

№ 10
2,10 2,27 1,96 2,17 2,25

2,13 0,11 5,39 0,013159
2,14 2,05 2,00 2,05 2,29

№ 11
2,93 2,87 2,82 2,82 2,84

2,86 0,04 1,30 0,001387
2,89 2,88 2,87 2,87 2,81

№ 12
3,11 3,08 3,13 3,06 3,05

3,09 0,05 1,68 0,002694
3,15 3,00 3,16 3,05 3,07

№ 13
2,44 2,41 2,51 2,47 2,41

2,44 0,04 1,45 0,001256
2,41 2,39 2,45 2,45 2,46

Среднее значение внутригрупповой дисперсии 0,006478
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Таблица 6. Результаты построения калибровочных графиков для метода ВЭЖХ

Значения площадей пиков для стандартных растворов заданных концентраций (мг/мл) Калибровочные кривые Коэффициент корреляции 
кривой

0,0495 0,099 0,1485

887011,5 1794808 2713623 y=2Е+07x-28131 R=1

887514,4 1804381 2727759 y=2Е+07x-33693 R=1

888670 1796131 2714046 y=2Е+07x-25760 R=1

889227,5 1806942 2730752 y=2Е+07x+32500 R=1

887923 1795702 2708949 y=2Е+07x+23501 R=1

Таблица 7. Результаты определения фенола в испытуемых образцах методом ВЭЖХ

Образец
Результаты испытаний за 5 дней

Хср S RSD%
1 2 3 4 5

№ 1
2,00 1,99 1,99 2,02 1,98

1,99 0,01 0,75 0,000224544
2,00 1,99 1,99 2,01 1,97

№ 2
2,31 2,30 2,31 2,33 2,29

2,31 0,01 0,62 0,000203611
2,32 2,30 2,30 2,33 2,29

№ 3
2,62 2,60 2,60 2,63 2,60

2,61 0,01 0,55 0,000202278
2,62 2,60 2,60 2,63 2,58

№ 4
1,19 1,19 1,19 1,20 1,18

1,19 0,01 0,58 4,71556E-05
1,19 1,18 1,18 1,20 1,19

№ 5
1,16 1,16 1,16 1,17 1,15

1,16 0,01 0,62 5,15111E-05
1,16 1,15 1,16 1,17 1,15

№ 6
1,21 1,21 1,20 1,20 1,21

1,21 0,01 0,59 5,09333E-05
1,21 1,21 1,20 1,20 1,21

№ 7
1,21 1,21 1,20 1,19 1,21

1,20 0,01 0,70 6,99556E-05
1,21 1,20 1,20 1,19 1,21

№ 8
2,33 2,33 2,33 2,33 2,31

2,32 0,01 0,49 0,000130456
2,32 2,31 2,31 2,34 2,31

№ 9
2,45 2,44 2,44 2,47 2,44

2,46 0,06 2,59 0,0040636
2,46 2,44 2,44 2,64 2,43

№ 10
1,73 1,73 1,72 1,71 1,72

1,73 0,01 0,59 0,000104489
1,74 1,75 1,72 1,71 1,72

№ 11
2,67 2,66 2,66 2,68 2,84

2,70 0,07 2,50 0,004563833
2,67 2,65 2,66 2,68 2,81

№ 12
2,95 2,93 2,92 2,95 3,05

2,96 0,05 1,79 0,002804989
2,95 2,93 2,92 2,95 3,07

№ 13
2,35 2,31 2,31 2,33 2,29

2,31 0,02 0,76 0,000312622
2,32 2,30 2,31 2,33 2,29

Среднее значение внутригрупповой дисперсии 0,000986921

Таблица 8. Сравнительный анализ данных, полученных тремя методами определения фенола

Образец

Средние значения концентраций 
фенола, полученные колориме-

трическим методом, мг/мл,
Хср1

Средние значения концентраций 
фенола, полученные спектрофото-
метрическим методом, мг/мл, Хср2

Средние значения концентра-
ций фенола, полученные мето-

дом ВЭЖХ, мг/мл,
Хср3

Хобщ,ср,
мг/мл Scр RSD%

№1 2,06 2,08 1,99 2,04 0,04 1,94 0,001574
№2 2,41 2,46 2,31 2,39 0,05 2,17 0,002696
№3 2,56 2,59 2,61 2,59 0,08 3,06 0,006278
№4 1,23 1,27 1,19 1,23 0,03 2,21 0,000739
№5 1,20 1,19 1,16 1,18 0,01 1,26 0,000223
№6 1,25 1,27 1,21 1,24 0,03 2,20 0,000749
№7 1,25 1,24 1,20 1,23 0,02 1,53 0,000353
№8 2,44 2,98 2,32 2,58 0,15 5,76 0,022076
№9 2,60 2,86 2,46 2,64 0,12 4,40 0,013514

№10 1,77 2,13 1,73 1,87 0,12 6,14 0,013255
№11 2,80 2,86 2,70 2,78 0,06 2,23 0,003839
№12 3,04 3,09 2,96 3,03 0,06 1,84 0,003099
№13 2,42 2,44 2,31 2,39 0,04 1,68 0,001616

Среднее значение межгрупповых дисперсий 0,005385
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Из таблицы 5 следует, что стандартное отклонение значе�
ний по десяти измерениям для всех исследуемых препара�
тов не превышает 0,2. Значения коэффициента вариации на�
ходятся в границах от 1,3 до 7,77%. Значения концентраций 
фенола, полученные для каждого препарата, соответствуют 
требованиям НД на препарат к количественному содержа�
нию фенола (таблица 1). Среднее значение внутригрупповой 
дисперсии  для спектрофотометрического метода равно 
0,006478.

Для определения фенола методом ВЭЖХ использовали 
калибровочную характеристику, построенную в диапазоне от 
0,0495 до 0,1485 мг�мл из рабочего раствора фенола, концен�
трации 0,99736 мг�мл (табл. 6).

Результаты определения содержания фенола в испытуе�
мых образцах методом ВЭЖХ представлены в таблице 7.

Из таблицы 7 следует, что стандартное отклонение значе�
ний по десяти измерениям для всех исследуемых препара�
тов не превышает 0,07. Значения коэффициента вариации на�
ходятся в границах от 0,49 до 2,59%. Значения концентраций 
фенола, полученные для каждого препарата, соответствуют 
требованиям НД на препарат к количественному содержанию 
фенола (таблица 1). Среднее значение внутригрупповой дис�
персии  для метода ВЭЖХ равно 0,000986921.

Сравнительный анализ результатов, полученных с исполь�
зованием трех методов определения количества фенола, 
представлен в таблице 8.

Из таблицы 8 видно, что стандартное отклонение значе�
ний полученных тремя методами для всех исследуемых пре�
паратов от 0,01 до 0,15. Максимальное значение коэффици�
ента корреляции равно 6,14%. Среднее значение межгруппо�
вых  дисперсий равно 0,005385. 

Таким образом, критерий Фишера для колориметрическо�
го метода равен:

Критерий Фишера для спектрофотометрического метода 
равен:

Критерий Фишера для метода ВЭЖХ  равен:

Значения внутригрупповой и межгрупповой степеней сво�
боды равны:

Критическое значение критерия Фишера, найденное по та�
блице, при доверительной вероятности 0,95, равно:F

крит
= 3,26.

Сравнительный анализ средних значений стандартных от�
клонений, коэффициентов вариации и дисперсий для разных 
методов представлен в таблице 9.

Как следует из таблицы 9, значения стандартного откло�
нения, коэффициента вариации для метода ВЭЖХ ниже зна�

чений, полученных колориметрическим и спектрофотоме�
трим методами. Значение дисперсии, полученное для мето�
да ВЭЖХ (0,0009869), ниже дисперсий других методов на по�
рядок.

Сравнение расчетных значений критерия Фишера для каж�
дого из методов с табличным (критичным) значением позво�
ляет сделать вывод о статистической незначимости различий 
значений полученных колориметрическим (F=1,05) и спектро�
фотометрическим (F=0,8) методами и, соотвественно, их вза�
имозаменяемости. Критерий Фишера, полученный для ре�
зультатов определения фенола методом ВЭЖХ (F=5,5), выше 
критического значения, что свидетельствует о статистически 
значимых различиях значений внутригрупповой дисперсии 
для метода ВЭЖХ и межгрупповой дисперсии.

Значение внутривидовой дисперсии, полученное для ме�
тода ВЭЖХ, свидетельствует о более высокой воспроизводи�
мости данного метода по сравнению с двумя другими и ста�
вит под сомнение возможность его замены. Тем не менее, ре�
зультаты определения фенола в вакцинах, для которых пред�
усмотрен метод ВЭЖХ (образцы 2 и 3), полученные как коло�
риметрическим, так и спектрофотометрическим методом, со�
ответствуют требованиям НД, а значения стандартного от�
клонения, коэффициента вариации, внутривидовых диспер�
сий свидетельствуют об удовлетворительной повторяемости 
данных методов. Таким образом, необходимо провести даль�
нейшие исследования возможности использования спектро�
фотометрического и колориметрического методов определе�
ния фенола как альтернативных с применением СО как меры 
сравнения и СО подтверждения правильности, аттестованных 
методом ВЭЖХ. 

Заключение

Для решения поставленной задачи – оценить возможность 
взаимозаменяемости методик при определении фенола в 
различных препаратах ИЛП были проведены исследования с 
использованием ИЛП различного состава и содержания фе�
нола, в которых тремя различными методами была проведена 
количественная оценка содержания фенола. 

Получены экспериментальные данные сравнительного 
анализа колориметрического метода, основанного на обра�
зовании соединений фенола с аминопиразолоном (4�ами�
ноантипирин) в присутствии феррицианида калия; спектро�
фотометрического метода, основанного на способности фе�
нола к поглощению в УФ�области и метода ВЭЖХ, основан�
ного на выделении фенола и детектировании поглощения 
УФ�излучения.

Поскольку средние значения определения фенола для 
каждого из образцов (табл. 3, 5, 7) соответствовали требо�
ваниям нормативных документаций, каждый из использован�
ных методов пригоден для оценки содержания фенола во всех 
указанных ИЛП.  

Однофакторный дисперсионный анализ результатов ис�
пытаний свидетельствует об отсутствии статистически зна�
чимых различий групп значений, полученных колориметриче�
ским и спектрофотометрическим методами. 

Воспроизводимость результатов определения фенола, по�
лученных методом ВЭЖХ, статистически значимо выше вос�
производимости колориметрического и спектрофотометри�
ческого методов (табл. 9).  

Таблица 9. Сравнительный анализ показателей точности  
методов

Метод RSD, %

Колориметрический 0,06 2,81 0,005125

Спектрофотометрический 0,07 2,94 0,006478

ВЭЖХ 0,02 1,01 0,0009869
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Поскольку исследования проводили с использованием 
одного материала для получения стандартных растворов, не�
обходимо, при возможной замене метода использовать тот 
же подход и, для повышения точности испытаний, провести 
аттестацию стандартных образцов содержания фенола, как 
для приготовления калибровочных растворов, так и для под�
твеждения правильности воспроизведения методик. 

Кроме того, необходимо проанализировать возможность 
рассмотрения спектрофотометрического и колориметриче�
ского методов в качестве альтернативных методу ВЭЖХ при 
условии использования аттестованных СО.

Выводы

1. Методы спектрофотометрический и колориметрический 
взаимозаменяемы, поскольку обладают одинаковой точно�
стью и воспроизводимостью.

2. Метод ВЭЖХ является более точным и воспроизводи�
мым и может быть использован как в качестве альтернативно�
го метода оценки фенола, так и при аттестации ОСО для при�
готовления калибровочных растворов.

3. Для повышения точности испытаний необходимо про�
вести аттестацию стандартных образцов содержания фенола 
для приготовления калибровочных растворов и для подтверж�
дения правильности воспроизведения методик. 
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