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Аннотация: Достаточно часто в современном мире применяют антибиотики для лечения инфекционных забо-
леваний в медицине и ветеринарии, а также в качестве стимуляторов роста в животноводстве. Бесконтрольное 
применение антибиотиков приводит к появлению остатков антибиотиков в пищевых продуктах, которые легко 
передаются человеку по пищевым цепочкам. Из-за этих нежелательных эффектов и в связи с оборотом недо-
брокачественных и контрафактных лекарственных препаратов необходимо контролировать качество лекар-
ственных препаратов, а также проводить мониторинг пищевой безопасности продукции животноводства путем 
определения содержания остатков лекарственных препаратов в ней посредством применения стандартных 
образцов (СО).
Целью настоящего исследования стала разработка СО утвержденного типа состава тилозина тартрата.
В ходе выполнения исследования апробирована и успешно реализована методика подготовки исходного мате-
риала СО, проведен критический анализ методов измерений содержания тилозина тартрата, обоснован выбор 
метода ВЭЖХ в качестве основного метода количественного определения аттестованного значения измеряемой 
величины (массовой доли тилозина). Показаны недостатки микробиологического метода и метода титриметрии, 
рассмотренных в качестве альтернативных методов. В соответствии с РМГ 93–2015 и ГОСТ  ISO Guide 35–2015 оце-
нена стандартная неопределенность аттестованного значения СО от метода характеризации, от неоднородности 
и от нестабильности материала. Рассчитана расширенная неопределенность аттестованного значения. Результатом 
выполненных работ явилось утверждение нового типа СО состава тилозина тартрата ГСО 11632–2020.
Нормированные метрологические характеристики: массовая доля тилозина 800–1100 мкг/мг, относительная 
расширенная неопределенность при k = 2, Р = 0,95 равна 6 %. СО хранится в запаянных ампулах, отдельно от про-
дуктов питания и кормов, в сухом, защищенном от света месте при температуре от +4 °С до -18 °С, срок годности 
СО 4 года.
Практическая значимость полученных результатов позволяет расширить возможность аттестации методик измере-
ний и контроля точности результатов измерений массовой доли тилозина в лекарственных средствах ветеринарного 
применения, в продуктах питания и продовольственном сырье, кормах для животных, объектах окружающей среды. 
СО может также использоваться для определения подлинности тилозина в лекарственных средствах и определения 
чувствительности патогенных микроорганизмов к тилозину.

Ключевые слова: тилозин, стандартный образец, лекарственный препарат, ветеринария, безопасность пищевой 
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Abstract: To date, antibiotics are often used in the treatment of infectious diseases in medicine and veterinary medicine, 
as well as growth promoters in animal husbandry. The uncontrolled use of antibiotics leads to antibiotic residues in food 
products that are easily transmitted to humans through food chains. Due to these undesirable effects, as well as in con-
nection with the circulation of substandard and counterfeit medicinal products, it is necessary to control the quality of 
medicinal products, as well as monitor the food safety of animal products by determining the content of drug residues 
using reference materials (RMs).
The aim of this research was to develop a CRM for the composition of tylosin tartrate.
In the course of the research, a method for preparing the initial RM was tested and successfully implemented, a critical 
analysis of methods for measuring the content of tylosin tartrate was carried out, and the choice of the HPLC method as 
the main method for quantitative determination of the certified value of the measured quantity (mass fraction of tylosin) 
was justified. The disadvantages of the microbiological method and the titrimetry method as alternative methods were 
shown. In accordance with RMG 93–2015 and GOST ISO Guide 35–2015, the standard uncertainty of the RM certified value 
from the characterization method, heterogeneity and instability of the material was estimated. The expanded uncertainty 
of the certified value was calculated. The result of the work performed was the approval of a new type of the CRM for the 
composition of tylosin tartrate GSO 11632 2020.
Normalized metrological characteristics: the mass fraction of tylosin is 800–1100 µg/mg, the relative expanded uncertainty 
at k = 2, P = 0.95 is 6 %. The CRM is stored in sealed ampoules separately from food and feed in a dry and dark place at a 
temperature from plus 4 °C to minus 18 °C, the shelf life of the CRM is 4 years.
The practical significance of the results obtained makes it possible to expand the possibility of certification of measurement 
methods and control of the accuracy of the measurement results of the mass fraction of tylosin in veterinary medicinal 
products, food and food raw materials, animal feed, and environmental objects. The CRM can also be used to identify 
tylosin in medicinal products and to determine the susceptibility of pathogens to tylosin.
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Введение
В современном мире особенную остроту приобретает 

тема применения антибиотиков для лечения инфекци-
онных заболеваний в медицине и ветеринарии, а также 
в качестве стимуляторов роста в животноводстве [1–5].

Для широкого использования антибиотиков в про-
мышленности предъявляют такие требования, как 
удобство в применении, быстрая всасываемость 

и длительная элиминация, высокая терапевтическая 
эффективность, стабильность готовых лекарствен-
ных форм, низкая стоимость. Перечисленным параме-
трам соответствуют широко используемые лекарствен-
ные препараты на основе тилозина [6, 7]. По сведени-
ям, представленным на сайте Государственного реестра 
лекарственных средств для ветеринарного применения 
на территории стран Таможенного союза в Российской 
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Федерации, Республики Беларусь и Республики 
Казахстан, по состоянию на сентябрь 2022 г. зареги-
стрировано более 150 препаратов, содержащих в сво-
ем составе тилозин и его соли [1].

Тилозин отличается широким терапевтическим дей-
ствием и хорошей переносимостью у всех видов живот-
ных и птицы. В лекарственных препаратах для ветери-
нарного применения в качестве действующего вещества 
используется как тилозин в форме основания, так и его 
соль –  тилозина тартрат. Препараты выпускают в фор-
ме порошка, микрогранул и растворов. Применяют их 
с питьевой водой, в виде смеси с кормом, при аэрозо-
льных обработках и обработках инкубационного яйца, 
а также в виде инъекционных и оральных растворов. 
Несоблюдение ветеринарных требований по примене-
нию таких лекарственных препаратов может приво-
дить к проявлению токсических и аллергических ре-
акций у животных. Также стоит отметить, что исполь-
зование антибиотиков в животноводстве с нарушением 
требований инструкции по применению может привес-
ти к накоплению их остатков в таких пищевых продук-
тах, как молоко, яйца, мясо и субпродукты, что пред-
ставляет риск для человека при употреблении данной 
продукции в пищу [8, 9]. Одной из основных нежела-
тельных реакций при употреблении данной продукции 
животного происхождения в пищу является развитие 
резистентности у микроорганизмов к антимикробным 
препаратам, что может привести к появлению бакте-
рий высокой вирулентности и снижению эффектив-
ности мероприятий по лечению инфекционных болез-
ней человека и животных [3, 8, 10, 11]. Рядом авторов 
было отмечено, что остаточные следы тилозина могут 
вызывать аллергические реакции, дисбактериоз, а так-
же оказывать канцерогенное, мутагенное и гепатоток-
сичное воздействие [12, 13], могут вызывать сложные, 
неизлечимые и длительные инфекции у людей, при-
водя к более высоким затратам [3, 4, 8–10]. Из-за этих 
нежелательных эффектов, а также в связи с обраще-
нием недоброкачественных и контрафактных лекар-
ственных средств проводится контроль качества ле-
карственных препаратов, находящихся в гражданском 
обороте на территории РФ и мониторинг пищевой без-
опасности [1, 14-20].

Согласно требованиям Технических регламентов 
Таможенного союза ТР ТС 034/2013 и ТР ТС 021/2011, 
мониторингу содержания остатков тилозина с целью 
установления ветеринарной безопасности подлежит 
мясо и субпродукты всех видов продуктивных живот-
ных, а также молоко и яйца. Действующим законода-
тельством Таможенного союза установлены следующие 

предельно допустимые уровни содержания остаточных 
количеств тилозина в продукции животного происхож-
дения: молоко, яйца –  не допускается (на уровне чув-
ствительности определения метода), мясо, печень, поч-
ки, жир-сырец –  не более 0,1 мг/кг.

Для определения тилозина используют микробио-
логический и физико-химические методы анализа: пла-
нарная хроматография, высокоэффективная жидкост-
ная хроматография, капиллярный электрофорез, воль-
тамперометрия [21–26]. Все перечисленные методики 
измерений, как правило, включают в себя применение 
СО утвержденного типа. Таким образом, СО являются 
важной составляющей для обеспечения единства, со-
поставимости и прослеживаемости результатов изме-
рений, необходимых для гарантирования качества ле-
карственных препаратов, включая контроль точности 
результатов измерений и подтверждение подлинности 
исследуемого вещества, обеспечивая установление ме-
трологических характеристик, отвечающих требовани-
ям 102-ФЗ [21, 27].

На сегодняшний день выпускаются такие ком-
мерческие продукты СО тилозина, как Tylosin United 
States Pharmacopeia Reference Standard № 1703805, 
Tylosin British Pharmacopoeia Reference Standard 
№ BP349, Tylosin European Pharmacopoeia (EP) Reference 
Standard № T2880000 и Tylosin HPC Standards GmbH 
№ 674913 (Германия)1 [28]. Применение этих СО на тер-
ритории России затруднено из-за логистических 
ограничений. 

Предварительно проведенный авторами анализ све-
дений, представленных в ФИФ ОЕИ по состоянию на май 
2022 г., свидетельствует об отсутствии достаточного 
количества СО утвержденного типа, необходимых для 
метрологического обеспечения измерений, касающих-
ся безопасности пищевой продукции, на которую рас-
пространяются технические регламенты ТР ТС 034/2013, 
ТР ТС 021/2011, и качества лекарственных препаратов 
для ветеринарного применения.

Привлечение внимания к проблеме обеспечения но-
менклатуры СО в области здравоохранения и фармацев-
тической промышленности отражено в работах [29–32].

Поэтому целью настоящего исследования являет-
ся разработка СО утвержденного типа состава тило-
зина татрата.

В задачи исследования входит следующее: обосно-
вание выбора вещества-кандидата на роль СО; осущест-
вление входного контроля материала-кандидата СО; 

1 Tylosin // Merck [website]. URL: https://www.sigmaaldrich.
com/DE/en/substance/tylosin916101401690 (дата обращения: 
17.10.2022).
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определение процедуры аттестации СО; проведение ис-
пытания в целях утверждения типа; установление ме-
трологических характеристики СО.

Материалы и методы
Реактивы, растворы и материалы
В качестве материала-кандидата СО использовали 

высокоочищенную фармацевтическую субстанцию ти-
лозина тартрата с сертификатом качества (производ-
ство Sigma-Aldrich, Германия).

В качестве основы для сравнения в рамках измере-
ния аттестованной характеристики был применен СО 
тилозина Американской фармакопеи (референсный 
спектр)2.

Для подтверждения подлинности материала-канди-
дата применялся СО тилозина тартрата Американской 
фармакопеи3.

При выполнении измерений использовали следую-
щие реактивы и расходные материалы: ацетонитрил, ACS 
реагент ≥99,5 %, х. ч., CAS № 75-05-8; натрия перхло-
рат, ACS реагент ≥98,0 %, х. ч., CAS № 7601-89-0; со-
ляная кислота концентрированная 37 %, х. ч., CAS 
№ 7647-01-0; вода дистиллированная по ГОСТ  6709; 
шприцевой фильтр с размером пор 0,45 мкм; наконеч-
ник для дозаторов различного объема.

Инструменты и условия
Анализ образцов проводили:

– методом ИК-спектроскопии с использовани-
ем ИК-Фурье спектрометра инфракрасного, модель 
NicoletiS50 (Thermo Fisher Scientific, США), при следу-
ющих инструментальных и программных настройках: 
суммирование 16 измерений, детектор DTGS KBr, свето-
делитель –  KBr, усиление сигнала –  1, скорость 0.6329, 
диафрагма –  100, интерполяция 2-го уровня, аподиза-
ция «N-B сильная», фазовая коррекция Mertz [39, 40].

– методом ВЭЖХ. Разделение проводили на колонке 
Luna 5u C(18) 100А 250*4,60 мм в изократическом режи-
ме, использовали в качестве элюента смесь 9,8 % рас-
твора перхлората натрия и ацетонирила. Детектирование 
осуществляли в ультрафиолетовой области спектра при 
длине волны 290 нм. Данная длина волны была выбра-
на в ходе экспериментальных исследований при па-
раметрах разработанной методики как являющаяся 

2 Tylosin LOT F0C008. URL: https://static.usp.org/pdf/EN/
referenceStandards/certificates/1703805-F0C008.pdf  (дата обра-
щения 17.10.2022).

3 Tylosin Tartrate // The United States Pharmacopeial Convention 
[website]. URL: https://store.usp.org/product/1703850  (дата обра-
щения 17.10.2022).

наиболее оптимальной для получения пика достаточ-
ной интенсивности.

Пробоподготовка исходного материала СО
В соответствии с общими требованиями, предъяв-

ляемыми Государственной Фармакопеей Российской 
Федерации к фармацевтическим субстанциям и зару-
бежными фармакопеями к качеству субстанции тило-
зина тартрата, был разработан перечень показателей 
качества для входного контроля материала СО.

В связи с этим к органическому веществу, выбран-
ному для исследований в качестве вещества-кандидата 
на роль СО, были определены следующие основные тре-
бования: внешний вид, растворимость, окраска и про-
зрачность раствора, массовая доля тирамина, массо-
вая доля тилозина, потеря в массе при высушивании. 
Особое внимание уделяли определению подлинности 
материала СО.

Для подтверждения подлинности субстанций 
СО использовали физико-химические методы: ИК-
спектроскопия в среднем диапазоне и метод ВЭЖХ. 
Подлинность и качество субстанции оценивали соглас-
но требованиям ОФС.1.2.1.1.0002.15 и ОФС.1.2.1.2.0005.15 
Государственной Фармакопеи Российской Федерации.

Анализ образцов методом ИК-спектроскопии
Анализ материала-кандидата СО проводили ме-

дом ИК-спектроскопии путем программного сравне-
ния спектральных данных испытуемой субстанции 
и СО Tylosin Tartrate № 1703850 Американской фарма-
копеи (референсный спектр) в среднем ИК-диапазоне 
400–4000 см-1 (рис. 1) 4.

Для оценки соответствия спектров сравнивали по-
ложения основных полос и их относительных интен-
сивностей на референсном спектре и спектрах мате-
риала-кандидата стандартного образца. Помимо это-
го был использован пакет программного обеспечения 
OMNIC (алгоритм классификационного анализа «Search 
standards»), что позволило более точно провести ана-
лиз соответствия спектров во всем диапазоне по ха-
рактеристикам «волновое число» и «интенсивность 
сигнала» и вычислить суммарный коэффициент кор-
реляции (R) как функцию дисперсии данных по шкале 
от 0 до 100 % (значение коэффициента 100 свидетель-
ствует о полном соответствии) [35].

В ходе проведенных исследований методом ИК-
спектроскопии коэффициент корреляции между 

4 Tylosin Tartrate // The United States Pharmacopeial Convention 
[website] https://store.usp.org/product/1703850 (дата обращения: 
17.10.2022).



Рис. 1. ИК-спектры референсного спектра материала-кандидата стандартного образца тилозина тартрата (А) и материала 
стандартного образца Tylosin Tartrate № 1703850 Американской фармакопеи (В)

Fig. 1. IR spectra of the reference spectrum of the candidate reference material of tylosin tartrate (A) and reference material 
of tylosin tartrate No. 1703850 of the American Pharmacopoeia (B)

Рис. 3. Хроматограмма материала-кандидата стандартного образца состава тилозина тартрата

Fig. 3. Chromatogram of the candidate reference material for the composition of tylosin tartrate

Рис. 2. Хроматограмма основы для сравнения: стандартный образец Tylosin Tartrate № 1703850 Американской фармакопеи

Fig. 2. Chromatogram of reference base: the reference material of tylosin tartrate No. 1703850 American Pharmacopeia
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спектром испытуемого образца и референсным спек-
тром составил 96,2 %, что свидетельствует о его иден-
тичности по строению и химическому составу рефе-
ренсному спектру (R > 0,95 %).

Анализ образцов методом ВЭЖХ
Анализ материала-кандидата СО проводили мето-

дом ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектирова-
нием в ультрафиолетовой области спектра при длине 
волны 290 нм путем сравнения времени удерживания 

основных пиков испытуемой субстанции и СО Tylosin 
Tartrate № 1703850 Американской фармакопеи.

В ходе подтверждения подлинности материала мето-
дом ВЭЖХ установлено, что время удерживания основ-
ных пиков материала СО совпало по времени удержи-
вания основных пиков основы для сравнения (рис. 2, 3).

После проведения входного контроля и установле-
ния соответствия материала-кандидата СО заявлен-
ным требованиям исходное сырье было расфасова-
но по (50±10) мг в запаянные стеклянные прозрачные 



Та б л и ц а  1 .  Метрологические характеристики методики измерений содержания тилозина в субстанции 
тилозина тартрата методом ВЭЖХ
Ta b l e  1 .  Metrological characteristics of the method for measuring the content of tylosin in the substance 
of tylosin tartrate by high performance liquid chromatography

Измеряемая величина
Диапазон измерений содержания 

тилозина, мкг/мг
Относительная расширенная неопределенность 
при доверительной вероятности Р = 0,95, Uр*, %

Массовая доля тилозина от 800 до 1100 включ. 3,2

*Соответствует границам относительной погрешности при доверительной вероятности P = 0,95
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ампулы для лекарственных средств для проведения ис-
следований по определению метрологических харак-
теристик СО.

Установление метрологических характеристик 
материала-кандидата СО
С учетом требований РМГ 93–2015, ГОСТ  8.315-2019 

для характеризации СО был выбран способ с исполь-
зованием аттестованной методики измерений мето-
дом внешнего стандарта. В связи с чем в рамках за-
планированной работы была разработана и аттестована 
МУ А-1/065 «Методика измерений содержания тилози-
на в субстанции тилозина тартрата методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии». Методика ос-
нована на применении метода ВЭЖХ со спектрофото-
метрическим детектированием в ультрафиолетовой об-
ласти спектра при длине волны 290 нм. Исследование 
однородности и стабильности материала СО проведе-
но с использованием аттестованной методики измере-
ний массовой доли тилозина (МУ А-1/065) в соответ-
ствии с положениями РМГ 93–2015.

Результаты и обсуждение
Существует несколько методов определения аттесто-

ванного значения СО, например: метод прямого опреде-
ления количественного содержания –  метод титрования, 
косвенный метод –  метод «массового баланса» и метод 
внешнего стандарта. Тилозин состоит из четырех основ-
ных близкородственных соединений, соотношение меж-
ду которыми может варьироваться. Поэтому мы предпо-
ложили, что использование метода неводного титрова-
ния не может гарантировать получение достоверных ре-
зультатов. В то же время Американская и Европейская 
фармакопеи предлагают для количественного определе-
ния тилозина использовать микробиологический метод. 
Данный метод основан на способности тилозина угнетать 
рост микроорганизмов. Определения при этом прово-
дят методом диффузии в агар на плотной питательной 
среде путем сравнения размеров зон угнетения роста 
тест-культур микроорганизмов. Характерным признаком, 

отличающим метод диффузии в агар, является доста-
точная трудоемокость и продолжительность по времени. 
Результаты измерений при этом зависят от многих фак-
торов, в том числе от свойств тест-микроорганизмов, пи-
тательных сред, от наименования антибиотика, а также 
от навыков сотрудника, проводящего исследования [36].

Помимо микробиологического метода диффузии 
в агар, наряду с общепринятым фармакопейным ме-
тодом, для установления содержания тилозина в ма-
териале СО применяют инструментальный метод 
ВЭЖХ [37, 38].

Таким образом, для подтверждения аттестованной 
характеристики –  массовая доля тилозина –  было при-
нято решение применить микробиологический метод 
диффузии в агар и метод ВЭЖХ.

Методика измерений содержания тилозина в суб-
станции тилозина тартрата микробиологическим ме-
тодом основана на способности молекулы тилозина 
диффундировать в агаровых средах и образовывать 
зоны угнетения, в которых не растет используемый 
штамм Micrococcus luteus АТСС 9341, чувствитель-
ный к антибиотику. Определение проводили методом 
диффузии в агар на плотной питательной среде путем 
сравнения размеров зон угнетения роста тест-культур 
микроорганизмов.

Методика измерений содержания тилозина в суб-
станции тилозина тартрата методом ВЭЖХ (МУ А-1/065) 
основана на применении метода ВЭЖХ со спектрофо-
тометрическим детектированием в ультрафиолетовой 
области спектра при длине волны 290 нм.

Метрологические характеристики методик измере-
ний массовой доли тилозина микробиологическим ме-
тодом диффузии в агар и методом ВЭЖХ представле-
ны в табл. 1 и 2.

Результаты проведения аттестации методик и уста-
новления метрологических характеристик (табл. 1, 2), 
свидетельствуют, что методика определения основно-
го вещества методом ВЭЖХ имеет более высокую точ-
ность по сравнению с методикой, основанной на ми-
кробиологическом методе. При этом по результатам 



Та б л и ц а  2 .  Метрологические характеристики методики измерений содержания тилозина в субстанции 
тилозина тартрата микробиологическим методом
Ta b l e  2 .  Metrological characteristics of the method for measuring the content of tylosin in the substance of 
tylosin tartrate by the microbiological method

Измеряемая величина
Диапазон измерений содержания 

тилозина, мкг/мг
Относительная расширенная неопределенность 
при доверительной вероятности Р = 0,95, Uр*, %

Массовая доля тилозина от 800 до 1100 включ. 6

*Соответствует границам относительной погрешности при доверительной вероятности P = 0,95

Та б л и ц а  3 .  Результаты определения аттестованного значения стандартного образца состава тилозина 
тартрата, стандартной неопределенности от способа характеризации аттестованного значения 
стандартного образца
Ta b l e  3 .  The results of determining the certified value of the certified reference material for the composition 
of tylosin tartrate, the standard uncertainty from the method of characterizing the certified value  
of the certified reference material

Аттестуемая характеристика
Аттестованное значение cтан-
дартного образца Â, мкг/мг

Стандартная неопределенность от способа 
характеризации Â СО, uchar

Массовая доля тилозина, мкг/мг 968,9 15,78 мкг/мг
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проведенных измерений содержания тилозина двумя 
методами отмечена сходимость результатов в преде-
лах погрешности методик.

С учетом того, что измерение содержания тилози-
на в субстанции тилозина тартрата методом ВЭЖХ име-
ет меньшие трудозатраты, а также более высокую точ-
ность определения, она выбрана для проведения даль-
нейших работ по разработке СО тилозина. Метод ВЭЖХ 
применяли для оценки аттестованного значения массо-
вой доли тилозина в СО, изучения стабильности и од-
нородности СО.

Определение аттестованного значения 
стандартного образца и оценивание стандартной 
неопределенности от способа определения 
аттестованного значения
Аттестуемая характеристика, по которой проводи-

ли определение аттестованного значения стандартно-
го образца состава тилозина тартрата –  массовая доля 
тилозина, мкг/мг.

В целях определения аттестованного значения СО 
в отобранных случайным образом пробах материала 
измеряли массовую долю тилозина согласно разрабо-
танной и аттестованной методике МУ А-1/065 при раз-
личных уровнях промежуточной прецизионности, как 
было описано выше.

Оценку полученных результатов для установления ат-
тестованного значения и стандартной неопределенности 

от способа определения аттестованного значения СО 
проводили в соответствии с РМГ 93–2015. Полученное 
значение аттестованной характеристики СО, стандарт-
ной неопределенности от способа определения аттесто-
ванного значения СО приведены в табл. 3.

Полученные результаты далее были применены при 
оценивании расширенной неопределенности аттесто-
ванного значения стандартного образца состава тило-
зина тартрата.

Исследование однородности материала 
стандартного образца
Изучение однородности материала СО проводили 

одновременно с определением аттестованного значе-
ния. Учитывая то, что материал–кандидат СО являет-
ся дисперсным материалом, исследование однород-
ности выполняли путем многократных измерений ат-
тестованного значения в нескольких пробах, отобран-
ных случайным образом от всего объема материала СО. 
Так, от всей приготовленной партии отбирали ампулы 
с материалом (N = 12), из которых затем путем взвеши-
вания брали необходимое количество для проведения 
измерений (J = 2) в условиях повторяемости.

Операции с пробами и измерения массовой доли ти-
лозина проводили в соответствии с методикой измере-
ний МУ А-1/065, описанной выше.

Обработку полученных результатов проводили со-
гласно схеме однофакторного дисперсионного анализа 



Та б л и ц а  4 .  Результаты оценивания неоднородности материала стандартного образца состава тилозина 
тартрата
Ta b l e  4 .  The results of assessing the heterogeneity of the certified reference material for the composition 
of tylosin tartrate

Аттестуемая 
характеристика

Результаты промежуточных расчетов Стандартная неопределенность 
от неоднородности материала 

СО, uh, мкг/мг (абсолютная)SSe SSh SS SS e SS SSh

Массовая доля тилозина, 
мкг/мг

203,50 1838,46 16,96 167,13 8,67

SSe –  сумма квадратов отклонений результатов измерений от средних значений каждой пробы;
SSh –  сумма квадратов отклонений средних результатов для каждой пробы от среднего арифметического значения всех резуль-

татов измерений;
SS SSe –  квадрат стандартного отклонения средних результатов по пробам;
SS SSh –  квадрат стандартного отклонения средних результатов между пробами.
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в соответствии с положениями РМГ 93–2015. Результаты 
оценивания неоднородности материала СО состава ти-
лозина тартрата приведены в табл. 4.

Полученные результаты использовали при оцени-
вании расширенной неопределенности аттестованно-
го значения СО.

Исследование стабильности материала 
стандартного образца
Для изучения стабильности, с целью определения 

срока годности и условий хранения СО, а также стан-
дартной неопределенности от нестабильности материа-
ла СО использовали способ изохронного исследования 
стабильности «методом ускоренного старения» с уче-
том положений РМГ 93–2015 и ГОСТ  ISO Guide 35–2015. 
Принцип данного метода заключается в усилении воз-
действия факторов, вызывающих тренд аттестованной 
характеристики за период времени, намного меньше 
срока годности СО.

Для расчета времени старения применяли правило 
Вант-Гоффа для медленных реакций: скорость реакции 
при нагреве на 10 °C увеличивается в 2–4 раза, в соот-
ветствии РМГ 93–2015.

Для изучения долговременной и кратковременной 
стабильности случайным образом отбирали заранее 
рассчитанное количество необходимых экземпляров 
СО и закладывали их при пониженных и повышенных 
температурах.

В качестве предполагаемых условий хранения выбра-
ны следующие условия: СО хранится в запаянных ампу-
лах, отдельно от продуктов питания и кормов, в сухом, 
защищенном от света месте при температуре от +4 °С 
до -18 °С.

Для исследования стабильности отбирали 
13 экземпляров СО, закладывали при пониженных 

и повышенных температурах для изучения долговре-
менной стабильности.

Продолжительность изучения стабильности рассчи-
тывали на основе предполагаемого срока годности СО –  
4 года и фиксированных значений температуры хране-
ния. Продолжительность исследования стабильности 
τ оценивали по формуле:

1 0
102
t t
Тτ −= ,                                 (1)

где Т –  предполагаемый срок годности экземпляра СО;
t0, t1 –  температура хранения материала СО и тем-

пература хранения СО при ускоренном старении 
соответственно.

Период исследования стабильности при температу-
ре предполагаемых условий хранения +4 °С и повышен-
ной температуре +43 °С составил 96 дней. Измерения 
проводили через равные промежутки времени один раз 
в двенадцать дней.

Результаты оценивания долговременной стабильно-
сти материала СО представлены в табл. 5.

Для оценки влияния низких температур отбира-
ли 5 экземпляров СО и помещали в морозильную ка-
меру бытового холодильника при температуре –18 °С. 
Измерения значений аттестуемой характеристики про-
водили один раз в пять дней.

Все измерения проводили в условиях повторяемо-
сти по методике измерений МУ А-1/065, выполненных 
для установления аттестованного значения в соответ-
ствии с вышеописанными параметрами хроматографи-
ческого анализа.

Обработку полученных результатов проводили в со-
ответствии с ГОСТ  ISO Guide 35–2015.



Та б л и ц а  5 .  Результаты оценивания долговременной стабильности материала стандартного образца 
состава тилозина тартрата
Ta b l e  5 .  The results of assessing the long-term stability of the certified reference material for the composition 
of tylosin tartrate

Период времени, 
дни

Предполагаемый срок 
годности, Т, дни

Массовая доля тилози-
на, мкг/ мг

Стандартная неопределенность от нестабильно-
сти  стандартного образца, ustab, мкг/мг

12 178,8 973

3,41

24 357,6 965

36 536,4 968

48 715,2 971

60 894,0 968

72 1072,8 969

84 1251,6 968

96 1430,4 976

Та б л и ц а  6 .  Результаты изучения стабильности СО состава тилозина тартрата и оценки влияния 
пониженных температур
Ta b l e  6 .  The results of studying the stability of the certified reference material for the composition of tylosin 
tartrate and assessing the effect of low temperatures

Показатель
Изучение стабильности в условиях «ускорен-
ного старения» при повышенной температу-

ре (при +43 °C)

Исследования влияния пониженных 
температур на материал стандартного 

образца (при -18 °C)

s(b1) 0,00239 0,004887

Критерий Стьюдента (t-кри-
терий) для (n –  2), t0,95, n‑2

2,365, при n = 7 2,776, при n = 4

|b1| < t0,95, n‑2 · s(b1) |0,0020| < 0,00565 |0,001374| < 0,013567
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Для расчета стандартного отклонения, связанного 
с наклоном графической зависимости массовой доли 
тилозина от времени, использовали формулу:

( )
( )

1
2

1

,
n

i
i

ss b
X X

=

=
−∑

                     (2)

где s –  стандартное отклонение точек от линии;
s(b1) –  стандартное отклонение b1;
Хj –  количество дней при естественном хранении, со-

ответствующее дням при «ускоренном» старении, дни;( )
( )

1
2

1

,
n

i
i

ss b
X X

=

=
−∑  –  среднее количество дней при естественном хра-

нении, дни.
Для оценки уровня наклона применяли неравенство:

|b1|< t0,95, n‑2·s(b1),                        (3)

где t0,95, n‑2 –  критерий Стьюдента (t-критерий) для n –  
2 степеней свободы и p = 0,95 (95 % доверительный 
уровень);

s(b1) –  стандартное отклонение b1;
b1 –  наклон графической зависимости.
Результаты расчетов представлены в табл. 6.
Полученные данные свидетельствуют о выполнении 

неравенства согласно формуле 3 и позволяют заклю-
чить, что наклоны незначительные, и, следовательно, 
нестабильность материала СО не наблюдается.

По результатам проведенных исследований контро-
ля стабильности и испытаний по оценке влияния пони-
женной температуры –18 °C установлен срок годности 
СО тилозина тартрата 4 года при хранении при темпе-
ратуре от +4 °C до –18 °C.



Та б л и ц а  7.  Нормированные метрологические характеристики стандартного образца состава тилозина 
тартрата
Ta b l e  7.  Normalized metrological characteristics of the certified reference material for the composition 
of tylosin tartrate

Аттестуемая характеристика
Интервал допускаемых аттестованных 

значений СО, мкг/мг
Допускаемые значения относительной рас-
ширенной неопределенности при k = 2, %

Массовая доля тилозина от 800 до 1100 включ. 6
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Для установления метрологических характеристик 
СО оценивали стандартную неопределенность от неста-
бильности ustab в момент времени t по формуле:

ustab = s(b1) · T = 3,41 мкг/мг,            (4)

где s(b1) –  стандартное отклонение b1;
T –  предполагаемый срок годности СО, дни.
Полученное значение ustab учитывали при опреде-

лении расширенной неопределенности аттестованно-
го значения СО.

Метрологические характеристики стандартного 
образца
Расширенную неопределенность аттестованного зна-

чения СО состава тилозина тартрата рассчитывали со-
гласно РМГ 93–2015 по формуле:

2 2 2( ) 2 char h stabU А u u u= ⋅ + +
�

,               (5)

где 
2 2 2( ) 2 char h stabU А u u u= ⋅ + +

�
 –  расширенная неопределенность при коэф-

фициенте охвата k = 2;
uchar –  стандартная неопределенность от способа 

установления аттестованного значения материала стан-
дартного образца;

uh –  стандартная неопределенность от неоднород-
ности материала стандартного образца;

ustab –  стандартная неопределенность от нестабиль-
ности материала стандартного образца.

Полученные нормированные метрологические ха-
рактеристики разработанного СО приведены в табл. 7.

В рамках испытаний в целях утверждения типа СО 
была обеспечена прослеживаемость результатов изме-
рений к единице величины «массовая доля», воспроиз-
водимой ГЭТ 208–2019, путем проведения подтвержда-
ющих измерений массовой доли основного вещества 
на Государственном вторичном эталоне единиц массо-
вой доли и массовой (молярной) концентрации орга-
нических компонентов в жидких и твердых веществах 
и материалах на основе газовой и жидкостной хрома-
тографии ГВЭТ 208–1–2016 [46].

Заключение
По результатам проведенного исследования разра-

ботан СО утвержденного типа состава тилозина тартра-
та ГСО 11632–2020. Материал СО представляет собой 
субстанцию тилозина тартрата, гигроскопичный поро-
шок от белого до слегка желтого цвета; материал рас-
фасован по (50 ± 10) мг в запаянные стеклянные ам-
пулы, снабженные этикеткой. Нормированные метро-
логические характеристики: массовая доля тилозина 
800–1100 мкг/мг, относительная расширенная неопре-
деленность при k = 2, Р = 0,95 равна 6 %. СО хранит-
ся в запаянных ампулах, отдельно от продуктов пита-
ния и кормов, в сухом, защищенном от света месте при 
температуре от +4 °С до -18 °С, срок годности СО 4 года.

Для достижения поставленной цели решены сле-
дующие задачи: осуществлен входной контроль мате-
риала; определена процедура аттестации СО; проведе-
ны испытания в целях утверждения типа и установле-
ны метрологические характеристики СО.

Для установления содержания аттестованного зна-
чения СО применяли два метода: микробиологический 
метод диффузии в агар и метод ВЭЖХ. Но так как ме-
тодика количественного определения аттестованного 
значения измеряемой величины (массовой доли тило-
зина) методом ВЭЖХ имеет более высокую точность 
по сравнению с методикой, основанной на микробиоло-
гическом методе, измерения проводили методом ВЭЖХ. 
При этом по результатам проведенных измерений со-
держания тилозина двумя методами отмечена сходи-
мость результатов в пределах погрешности методик. 
В соответствии с РМГ 93–2015 и ГОСТ  ISO Guide 35–2015 
оценена стандартная неопределенность аттестованно-
го значения СО от метода характеризации, от неодно-
родности и от нестабильности материала. Рассчитана 
расширенная неопределенность аттестованного значе-
ния. Установлена прослеживаемость результатов изме-
рений к единице величины «массовая доля», воспроиз-
водимой ГЭТ 208–2019, обеспечена путем проведения 
подтверждающих измерений массовой доли основно-
го вещества на ГВЭТ 208–1–2016.
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Теоретическая значимость проведенного исследо-
вания заключается в том, что результаты исследова-
тельской части могут быть использованы для метро-
логического обеспечения измерений, касающихся безо-
пасности пищевой продукции, на которые распростра-
няются технические регламенты ТР ТС 034/2013, ТР ТС 
021/2011, и качества лекарственных препаратов для ве-
теринарного применения.

Практическая значимость полученных результатов 
позволяет расширить возможность аттестации методик 
измерений и контроля точности результатов измерений 
массовой доли тилозина в лекарственных средствах ве-
теринарного применения, в продуктах питания и продо-
вольственном сырье, кормах для животных, объектах 
окружающей среды. СО может также использоваться 
для определения подлинности тилозина в лекарствен-
ных средствах и определения чувствительности пато-
генных микроорганизмов к тилозину.
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