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(57) Спосіб кількісного визначення тамоксифену
цитрату, що передбачає приготування розчину
проби, взаємодію його з реагентами при заданому
рН та вимірювання спектральної характеристики
реакційного розчину, який відрізняється тим, що
як реагенти використовують стандартні розчини
хлориду європію і 9-фтор-1-гідрокси-5-метил-3-
оксо-6,7-дигідро-3H,5H-піридо[3,2,1-ij]хінолін-2-
карбонової кислоти(2-піперазин-1-іл-етил) аміду
дигідрохлориду при рН=7,0-7,5, а вимірювання
спектральної характеристики реакційного розчину
здійснюють шляхом вимірювання інтенсивності
люмінесценції при lеміс=614 нм.

Корисна модель відноситься до аналізу мате-
ріалів, а саме до флуоресцентного визначення
тамоксифену цитрату (ТЦ)  [див.  Машковский М.Д.
Лекарственные средства, Москва, Новая волна,
2006, с.1010] у фармацевтичних препаратах.

Відомий спосіб визначення тамоксифену цит-
рату за допомогою рідинної хроматографії високо-
го тиску з спектрофотометричною детекцією в УФ
області спектру [див. P.J. Weir, D.S. Ireland and A.
Moledina. J.Pham Biomed Anal 1989, V.1, No 3,
p.393-396].

Спосіб передбачає обробку порошку розтер-
тих таблеток фармпрепарату метанолом. Розчин
ретельно перемішують 1 хвилину на ультразвуко-
вій бані. Далі пробу центрифугують, фільтрують та
хроматографують на колонці Spherlsorb 5 ODS
(Phase Separations Ltd) довжиною 25смх4,6мм за
наступних умов: швидкість потоку 1,2мл/мин, об'єм
інжекції 40мкл, температура колонки 30°С. У якості
елюенту використовують суміш ацетонітрил - вод-
на фаза (70:30, об/об). Водна фаза готується на-
ступним чином: 50мл 0,1М розчину гептансульфо-
нової кислоти, 2,625г тетраетиламонію бромиду та
5мл ортофосфорної кислоти помішують у мірну
колбу об'ємом 500мл та доводять водою до по-
значки (рН 2,3). Інтервал визначення тамоксифену
цитрату - 0,5-12,5мкг/мл.

Найбільш близьким до способу, що заявляєть-
ся, є визначення тамоксифену цитрату за допомо-
гою методу спектрофотометрії [див. I.I. Hewala.
Anal. Lett. - 1993, v.26, №4, p.625-540]. Спосіб ба-

зується на вимірюванні оптичної густини іонного
асоціату тамоксифену цитрату з метиловим оран-
жевим у хлороформному екстракті (рН=4,5) за
довжини хвилі 420нм. Оптична густина прямо про-
порційна вмісту тамоксифену цитрату в інтервалі
його концентрацій 2,5-12,5мкг/мл.

Даний спосіб обрано прототипом.
Прототип та спосіб, що заявляється, мають

такі спільні ознаки:
- приготування розчину проби шляхом розчи-

нення у метанолі порошку розтертих таблеток;
- вимірювання спектральної характеристики

реакційного розчину(оптичної густини ).
Але спосіб за прототипом вимагає після приго-

тування проби подальшу її обробку (додавання
5мл 33%-ного розчину аміаку) та екстракцію хло-
роформом. Далі проводиться у хлороформному
екстракті реакція утворення іонного асоціату тамо-
ксифену цитрату з метиловим оранжевим, та де-
тектування оптичної густини за довжини хвилі
420нм. Додаткова обробка проби ускладнює та
подовжує аналіз.

В основу корисної моделі поставлено задачу
розробити спосіб кількісного визначення тамокси-
фену цитрату, в якому шляхом використання орга-
нічного ліганду -9-фтор-1-гідрокси-5-метил-3-оксо-
6,7-дигідро-3H,5H-пірідо[3,2,1-ij]хінолін-2-
карбонової кислоти(2-пиперазин-1-іл-етил) аміду
дигідрохлориду (R) та стандартного розчину хло-
риду європію, а також інших умов проведення реа-
кції та використання люмінесцентного методу ви-
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значення, стає можливим забезпечити вищу чут-
ливість визначення та спростити спосіб.

Поставлена задача вирішена в способі визна-
чення тамоксифену цитрату що передбачає приго-
тування розчину проби, взаємодію його з реаген-
тами при заданому рН та вимірювання
спектральної характеристики реакційного розчину
тим, що в якості реагентів використовують станда-
ртні розчини хлориду європію і 9-фтор-1-гідрокси-
5-метил-3-оксо-6,7-дигідро-3H,5H-пірідо[3,2,1-
ij]хінолін-2-карбонової кислоти(2-пиперазин-1-іл-
етил) аміду дигідрохлориду при рН=7,0-7,5, а ви-
мірювання спектральної характеристики реакцій-
ного розчину здійснюють шляхом вимірювання
інтенсивності люмінесценції При lеміс=614НМ.

Новим в заявленій корисній моделі є наявність
таких ознак:

- взаємодія розчину проби із сумішшю, що міс-
тить органічний ліганд -9-фтор-1-гідрокси-5-метил-
3-оксо-6,7-дигідро-3H,5H-пірідо[3,2,1-ij] хінолін-2-
карбонової кислоти(2-пиперазин-1-іл-етил) амід
дигідрохлорид і стандартний розчин хлориду єв-
ропію;

- умови взаємодії - рН=7,0-7,5;
- метод люмінесцентного визначення (опромі-

нювання УФ-світлом при lзбудж=320нм; вимірюван-
ня інтенсивності люмінесценції при lеміс=614нм).

В заявленому способі використаний ефект по-
силення цитрат-іонами сенсибілізованої флуорес-
ценції іону європію у комплексі, який характеризу-
ється квантовим виходом (Q=0,018) та часом
життя збудженого стану іонів європію (t=315мкс)
(див. Фіг.1).

Зниження межі виявлення тамоксифену цит-
рату стало можливим завдяки використанню ново-
го люмінесцентного зонду - комплексу європію з
новим лігандом. Це можна пояснити наступним.
Органічний ліганд - 9-фтор-1-гідрокси-5-метил-3-
оксо-6,7-дигідро-3Н,5Н-пірідо[3,2,1-ij]хінолін-2-
карбонової кислоти(2-пиперазин-1-іл-етил) амід
дигідрохлорид - відноситься до похідних 3-оксо-1-
гідрокси-хінолінкарбонової кислоти і має таку стру-
ктурну формулу:
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Цей реагент має в ультрафіолетовій області
спектру дві смуги поглинання при l=292нм
(e=13800л×моль-1×см-1)  і l=235нм (e=33300л×моль-

1×см-1), що обумовлює ефективне поглинання ене-
ргії збудження. Ця енергія передається з триплет-
ного рівня ліганду (Е=21010см-1) на енергетичний
рівень Еu3+ (Е=17300см-1), що призводить до сен-
сибілізації люмінесценції європію. Взаємодія лю-
мінесцентного зонду - комплексу Еu-R - з тамок-
сифеном цитратом відбувається при рН 3-11,
максимум люмінесценції спостерігається при рН
7,0 - 7,5. У запропонованому способі для утворен-
ня оптимального рН розчину використовується

0,5мл 40%-ного розчину уротропіну. Підвищення
чутливості стало можливим завдяки використанню
ефекту посилення цитрат-іонами, які є аніонною
часткою молекули тамоксифену цитрату, сенсибі-
лізованої люмінесценції іонів європію у комплексі з
R, завдяки витисканню цитрат-іонами молекул
води із внутрішньої сфери комплексу. Це надає
можливість досягнути зниження нижньої межі ви-
значаємих концентрацій тамоксифену цитрату в
2,5 рази на відміну від прототипу.

Максимальне посилення сигналу спостеріга-
ється при співвідношенні Eu:R=1:1 (CEu=1´10-

4моль/л, CR=5´10-5моль/л). Iлюм європію в комплек-
сі Eu-R максимальна при опромінюванні утворено-
го комплексу УФ-світлом з lзбудж=320нм.

Встановлено, що додавання до розчину люмі-
несцентного зонду Eu-R тамоксифену цитрату
призводить до посилення спектрів збудження (див.
Фіг.2, а) та люмінесценції (див. Фіг.3) даного ком-
плексу. Дане явище використано для люмінесцен-
тного визначення тамоксифену цитрату.

Залежність інтенсивності люмінесценції ком-
плексу від концентрації тамоксифену цитрату на-
ведена на Фіг.4.

Приклад.
Визначення тамоксифену цитрату проводили в

умовах тесту «Кількісне визначення» для таблеток
«Тамоксифен» виробництва ТОВ «Фармацевтична
компанія «Здоров'я»» (тамоксифену цитрату
10,0мг).

Градуювальний графік будують наступним чи-
ном: у мірні колби вносять по 0,1; 0,2; 0,7; 1,0; 1,3;
1,8мл робочого розчину тамоксифену цитрату
(100мкг/мл) (5 паралельних вимірів), в кожну колбу
додають по 1,0мл 1´10-3моль/л розчину хлориду
європію, 0,5мл 1´10-3моль/л розчину R, 0,5мл
40%-ного розчину уротропіну. Доводять водою до
10,0мл та перемішують. Паралельно готують роз-
чин холостої проби, який містить усі компоненти,
крім тамоксифену цитрату. Вимірюють інтенсив-
ність люмінесценції за lеміс=614нм (lзбудж=320нм) у
кожній точці (І), враховують інтенсивність люміне-
сценції холостої проби (І0). За допомогою одержа-
них результатів будують градуювальний графік
залежності інтенсивності люмінесценції ((І-І0)/І0) від
концентрації тамоксифену цитрату (мкг/мл) (див.
Фіг.4), в якому спостерігається лінійність в інтер-
валі концентрацій тамоксифену цитрату 1,0-
18,0мкг/мл.

Кількісне визначення.
Випробовуваний розчин. Наважку порошку

розтертих таблеток, еквівалентну 25,0мг тамокси-
фену цитрату, поміщають у мірну колбу місткістю
25,0мл, розчиняють в метанолі, доводять метано-
лом до 25,0мл і фільтрують крізь паперовий
фільтр "Синя стрічка". Відкидають перші порції
фільтрату. Далі 5,0мл фільтрату вносять у мірну
колбу об'ємом 50,0мл, розчиняють в 40мл води з
підлужуванням 0,1моль/л розчином NaOH до рН
7,5, перемішують та доводять водою до 50,0мл.
Далі 1,0мл одержаного розчину вносять у мірну
колбу об'ємом 10,0мл, додають 1,0мл 1´10-

3моль/л розчину хлориду європію, 0,5мл 1´10-

3моль/л розчину R, 0,5мл 40%-ного розчину уро-
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тропіну. Доводять водою до 10,0мл та перемішу-
ють.

Вимірюють інтенсивність люмінесценції (Іпр)
при lеміс=614нм (опромінювання УФ-світлом при
lзбудж=320нм).

Паралельно вимірюють інтенсивність люміне-
сценції розчину робочого стандартного зразка
(РСЗ) тамоксифену цитрату (Іст).

Розчин РСЗ тамоксифену цитрату. 0,025г та-
моксифену цитрату розчиняють у 25,0мл метано-
лу. 5,0мл одержаного розчину вносять у мірну ко-
лбу об'ємом 50,0мл, розчиняють в 40мл води з
підлужуванням 0,1моль/л розчином NaOH до рН
7,5, перемішують та доводять водою до 50,0мл.
1,0мл одержаного розчину вносять у мірну колбу
об'ємом 10,0мл, а далі додають всі реактиви як,
зазначено в приготуванні випробовуваного розчи-
ну. Розчин використовують свіжоприготованим.

Паралельно готують розчин холостої проби,
який містить усі компоненти, крім тамоксифену
цитрату. Вимірюють інтенсивність люмінесценції
холостої проби (І0) за зазначених вище умов. При
розрахунку інтенсивності люмінесценції випробо-

вуваного розчину та розчину РСЗ враховують Ілюм
холостої проби.

Вміст тамоксифену цитрату (X) в одній табле-
тці у міліграмах обчислюють за формулою:
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,
Іпр - інтенсивність люмінесценції випробовува-

ного розчину;
Іст - інтенсивність люмінесценції розчину РСЗ

тамоксифену цитрату;
m0 -  наважка РСЗ тамоксифену цитрату,  у мі-

ліграмах;
m1 - наважка порошку розтертих таблеток, у

міліграмах;
b - середня маса таблетки, у міліграмах.
Точність і достовірність визначення тамокси-

фену цитрату у розчинах перевірені методом
"введено - знайдено". При n=5; Р=0,95 відносне
стандартне відхилення (s r) складає 0,024-0,028.
Таким чином, спосіб дозволяє підвищити чутли-
вість визначення тамоксифену цитрату в 2,5 рази
та спростити спосіб проведення аналізу у порів-
нянні з прототипом.

Таблиця.

Результати визначення тамоксифену цитрату (X) в таблетках
«Тамоксифен», виготовлених ТОВ «Фармацевтична компанія «Здоров'я»», (Р=0.95, n=5)

Серія X, мг Xср±DX Sr, %
9,80
9,55

10,20
9,75

1

9,85

9,83±0,29 2,4

10,25
9,80

10,30
9,90

2

10,20

10,09±0,29 2,8
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