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Разработана и валидирована методика количественного ВЭЖХ-определения метамизола натрия
для изучения профилей растворения лекарственного препарата ПЕНТАЛГИН ІС®, таблетки, с уче-
том разложения метамизола натрия в водных растворах. При изучении профилей растворения, на-
ряду с процессом высвобождения метамизола натрия из готовой лекарственной формы, происходит
его гидролиз до продукта разложения – метиламинофеназона. Реакция разложения является моно-
молекулярной, поэтому на хроматограммах испытуемых растворов и растворов сравнения имеются
два пика, соответствующие метамизолу и метиламинофеназону. Показано, что для корректного
расчета количества метамизола натрия, перешедшего в раствор из таблетки, необходимо определять
его по сумме площадей обоих пиков с учетом факторов отклика детектора.
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Для подтверждения биоэквивалентности ле-
карственных препаратов (ЛП) проводят сравни-
тельные фармакокинетические исследования на
людях или испытания in vitro по тесту “Растворе-
ние”, которые дают возможность оценить каче-
ство и эффективность препарата, а также харак-
теризуют скорость и степень высвобождения ак-
тивного вещества из пероральных лекарственных
форм в модельных условиях. При установлении
эквивалентности дженерики можно сравнивать
со стандартом (оригинальный препарат или ЛП,
признанный в качестве препарата сравнения) не
только по растворению за определенный проме-
жуток времени (по одной точке), но и по профи-
лю растворения, получаемому по 3−6 точкам с
использованием расчетных коэффициентов по-
добия, рекомендуемых FDA [1]. Следует отме-
тить, что в последние годы возросло количество
публикаций по изучению качества дженериков с
использованием теста “Растворение” [2–5].

Определение эквивалентности in vitro – это ис-
пытание, предназначенное для оценки эквива-

лентности профилей растворения в трех средах со
значениями рН 1.2, 4.5 и 6.8 изучаемого и рефе-
рентного ЛП. При построении профилей раство-
рения необходимо выполнять ряд условий: коли-
чество применяемых в расчете точек должно быть
не менее трех; условия испытания сравниваемых
лекарственных препаратов должны быть одина-
ковыми; отбор проб следует проводить через оди-
наковые промежутки времени; после достижения
уровня высвобождения 85% из обоих ЛП в расчет
следует принимать все точки до этого уровня и
одну следующую; коэффициент вариации для
первой временной точки не должен превышать
20%, для последующих –10%. Для сравнения про-
филей растворения использует коэффициент раз-
личия (f1) и коэффициент подобия (f2). Для про-
филей, которые считаются подобными, значение
f1 должно быть близко к 0, а значение f2 – к 100.
Значение f1, находящееся в пределах от 0 до 15, а
значение f2 – в пределах от 50 до 100, гарантирует
сходство или эквивалентность двух профилей, и,
следовательно, эквивалентность фармакологиче-
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ского действия испытуемого препарата и препа-
рата сравнения [6].

Метамизол натрия (МА известен как “аналь-
гин”) – лекарственное средство, анальгетик и ан-
типиретик из группы пиразолонов. Установлено,

что в водных и буферных растворах происходит
превращение (гидролиз) метамизола натрия до
его продукта разложения метиламинофеназона
(МАФ). Реакция разложения является мономоле-
кулярной (схема 1) [7].

Схема 1. Схема разложения метамизола натрия.

Влияние основных факторов на скорость раз-
ложения метамизола натрия в водных растворах и
способы его стабилизации изучены методом об-
ращенно-фазовой ВЭЖХ [8–10]. Для замедления
разложения метамизола натрия в анализируемых
растворах рекомендуется использовать содержа-
ние ацетонитрила на уровне 30–40% (по объему)
и стабилизатора (метабисульфита натрия) 1.0–
2.0 мг/мл. Стабилизация невозможна при прове-
дении испытания “Профили растворения”.

Следует отметить, что в работе [11] по изуче-
нию профилей растворения однокомпонентного
препарата метамизола натрия в 0.1 М HCl мето-
дом спектрофотометрии вопросы деградации не
обсуждались.

Цель данной работы − разработка и валидация
методики количественного определения метами-
зола натрия для изучения профилей растворения
лекарственного препарата ПЕНТАЛГИН ІС®

(таблетки) с учетом разложения метамизола на-
трия в водных растворах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методы. Использовали реактивы

квалификации х. ч., для ВЭЖХ-анализа, биди-
стиллированную воду и воду для хроматографии.

Для приготовления растворов сравнения ис-
пользовали вторичные рабочие стандартные об-
разцы (РСО) парацетамола, кодеина фосфата ге-
мигидрата, кофеин-бензоата натрия, фенобарби-
тала, метамизола натрия производства ОДО
“ИНТЕРХИМ” (Украина).

Аппаратура. Хроматограммы регистрировали
на жидкостном хроматографе Agilent 1260 Infinity
2D LC System с УФ-детектором. Использовали
весы лабораторные электронные AUX220 (SHI-

MADZU, Япония) и магнитную мешалку ARE
(VELP Scientifica, Италия). Воду для хроматогра-
фии получали с использованием системы очист-
ки воды arium® pro UV/UF фирмы Sartorius. рН
буферных растворов измеряли рН-метром серии
Seven Easy фирмы “Mettler Toledo” (Швейцария).
Пробоподготовку профилей растворения выполня-
ли с использованием системы для определения сте-
пени растворения твердых дозированных форм ER-
WEKA тип DT 1612.

Методика определения метамизола натрия. Для
изучения профилей растворения используют
прибор с лопастью-мешалкой. Среды растворе-
ния – 0.1 М HCl, ацетатный буферный раствор с
рН 4.5, фосфатный буферный раствор с рН 6.8
[12], температура среды 37.0 ± 0.5°С, объем – 500 мл,
скорость вращения лопасти – 50 об/мин, время
растворения – 45 мин.

Исследуемый раствор. В цилиндрическую по-
суду полуавтоматического прибора с лопастью-
мешалкой помещают 1 таблетку. Через 10, 15, 30,
45 мин после начала растворения пробы автомати-
чески отбираются и фильтруются через мембран-
ные фильтры (0.20 мкм) в пробирки емк. 10.0 мл.

Раствор сравнения. 200.0 мг РСО парацетамо-
ла, 9.5 мг РСО кодеина фосфата гемигидрата,
50.0 мг РСО кофеин-бензоата натрия, 300.0 мг
РСО метамизола натрия, 10.0 мг РСО фенобарби-
тала помещают в мерную колбу емк. 100.0 мл, до-
бавляют 70 мл метанола, перемешивают в течение
15 мин, доводят объем раствора тем же раствори-
телем до метки и перемешивают. 10.0 мл получен-
ного раствора разбавляют до 50.0 мл соответству-
ющей средой растворения, фильтруют через мем-
бранный фильтр (0.20 мкм, RC). Растворы
используют свежеприготовленными.
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Буферный раствор. 5.44 г дигидрофосфата ка-
лия помещают в мерную колбу емк. 1000.0 мл,
растворяют в 900 мл воды для хроматографии и
доводят объем водой для хроматографии до мет-
ки, перемешивают. Создают значение рН раство-
ра 5.4 добавлением 0.5 М раствора KOH.

Парацетамол, кодеин основание, кофеин, ме-
тамизол натрия и фенобарбитал определяют хро-
матографированием на жидкостном хроматогра-
фе с УФ-детектором при следующих условиях:
колонка из нержавеющей стали размером 0.15 м ×
× 4.6 мм, заполненная силикагелем для хромато-
графии октадецилсилильным с размером частиц
5 мкм (Zorbax Eclipse XDB-C18); подвижная фаза
А: буферный раствор−метанол (800 : 200, по объ-
ему); подвижная фаза Б: метанол; скорость по-
движной фазы 2.0 мл/мин; температура колонки
30°С; детектирование при длине волны 210 нм;
объeм инжектируемой пробы 5 мкл.

Используют следующую программу градиента:

Предлагается после завершения программы
градиента осуществлять переход на первоначаль-
ное соотношение подвижных фаз в течение 2 мин
(время промывки колонки после анализа).

Хроматографируют раствор сравнения и ис-
следуемый раствор. Хроматографическая система
считается пригодной, если коэффициенты разде-
ления пиков кофеина и метамизола, продукта
разложения метамизола натрия и фенобарбитала
на хроматограммах раствора сравнения составля-
ют не менее 2.0.

Количество метамизола натрия (Х, %), пере-
шедшее в раствор из таблетки в каждой времен-
ной точке пробоотбора, вычисляют по формуле:

где n – порядковый номер пробоотбора; S1 – сум-
ма площадей пиков метамизола и продукта его
разложения на хроматограмме исследуемого рас-
твора с учетом относительного молярного факто-
ра отклика метиламинофеназона относительно
метамизола натрия (ϕAМА + AМАФ); ϕ – молярный

Время, мин Подвижная фаза А, 
% (по объему)

Подвижная фаза Б, 
% (по объему)

0–4.7 100 0
4.7–5.7 100 → 75 0 → 25
5.7−9 75 25
9−10 75 → 100 25 → 0
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фактор отклика метиламинофеназона относи-
тельно метамизола натрия; АМА – площадь пика
метамизола на хроматограмме исследуемого рас-
твора; АМАФ – площадь пика метиламинофеназо-
на на хроматограмме исследуемого раствора; S0 –
сумма площадей пиков метамизола и продукта
его разложения на хроматограмме раствора срав-
нения с учетом молярного фактора отклика ме-
тиламинофеназона относительно метамизола на-
трия (ϕA0МА + A0МАФ); А0МА – площадь пика мета-
мизола на хроматограмме раствора сравнения;
А0МАФ – площадь пика метиламинофеназона на
хроматограмме раствора сравнения; m0 – масса на-
вески РСО метамизола натрия, мг; а – содержание
метамизола натрия в одной таблетке – 300 мг; Р –
содержание основного вещества в РСО метами-
зола натрия, %; Vn – объем растворителя в n-ой
точке пробоотбора, мл; bn – убыль вещества при
осуществлении пробоотбора, вычисляемая по
формуле:

где d – объем аликвоты, мл (в данном случае
10.0 мл).

Таким образом, при расчете количества ком-
понента в каждой временной точке учитывается
уменьшение объема раствора и убыль вещества
при пробоотборе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Специфичность методики основана на воз-

можности достоверно определять содержание па-
рацетамола, кодеина основания, кофеина, мета-
мизола натрия и фенобарбитала, перешедших в
раствор из таблеток, в присутствии вспомогатель-
ных веществ, что достигается путем использова-
ния внешних стандартов.

Известно, что метамизол натрия неустойчив в
водных и водно-органических растворах. При
изучении профилей растворения, наряду с высво-
бождением метамизола натрия из готовой лекар-
ственной формы, происходит его гидролиз до
продукта разложения – метиламинофеназона.
Реакция разложения является мономолекуляр-
ной, поэтому на хроматограммах испытуемых
растворов и растворов сравнения наблюдаются
два пика, соответствующие метамизолу (tудерж ≈
≈ 6.3 мин) и метиламинофеназону (tудерж ≈ 8.1 мин).
По этой причине для корректного расчета коли-
чества метамизола натрия, перешедшего в рас-
твор из таблетки, необходимо определять его по
сумме площадей обоих пиков с учетом факторов
отклика детектора.

На рис. 1–3 представлены хроматограммы ис-
следуемых растворов на 45-ой минуте пробоотбо-
ра в различных буферных растворах.
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Рис. 1. Хроматограмма исследуемого раствора в 0.1 М HCl: 1 – парацетамол, 2 – кодеин, 3 – бензоат, 4 – кофеин, 5 –
метамизол, 6 – метиламинофеназон, 7 – фенобарбитал.
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Рис. 2. Хроматограмма испытуемого раствора в ацетатном буферном растворе c рН 4.5. Отнесение пиков см. в подписи к рис. 1.
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Методика расчета фактора отклика детектора.
В растворе с исходной (аналитической) концен-
трацией метамизола натрия (MA) n М через неко-
торое время происходит накопление продукта его
разложения (МАФ) с концентрацией nМАФ, М и
остается nМА, М метамизол натрия:

(1)

где  – общая исходная (аналитическая) концен-
трация метамизола натрия в растворе, М;  –
концентрация метамизола натрия в растворе после
частичного разложения, М;  – концентрация
продукта разложения (метиламинофеназона) в
растворе, М.

На хроматограмме раствора метамизола на-
трия имеются два пика: пик метамизола площа-
дью АМА и пик метиламинофеназона площадью
АМАФ. Площади пиков прямо пропорциональны
концентрациям веществ:

МА МАФ,n n n= +

n
МАn

МАФn

(2)

(3)

где χМА – молярный фактор отклика метамизола
натрия, AU, с л/моль; χМАФ – молярный фактор
отклика метиламинофеназона, AU, с л/моль.

Из уравнений (2) и (3) можно получить выра-
жение для молярной концентрации метамизола
натрия в растворе после частичного разложения:

(4)

где ϕ = χМАФ/χМА – молярный фактор отклика ме-
тиламинофеназона относительно метамизола на-
трия.

Подставляя выражение (4) для nМА в уравнение
материального баланса (1), получим:

МА МА,A n= χ

МАФ МАФ,A n= χ

МАФ MA MA
MA МАФ МАФ

MA МАФ МАФ

,A An n n
A A

χ= = ϕ
χ
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(5)

Раствор сравнения метиламинофеназона гото-
вят из раствора метамизола натрия с известной
концентрацией nРСО МА (М) и подвергают де-
струкции до исчезновения пика метамизола [13].
Тогда концетрация метиламинофеназона nРСО

МАФ (М) в растворе сравнения:

(6)

Концентрацию метиламинофеназона можно
найти из площадей пиков метиламинофеназона
на хроматограммах испытуемого раствора и рас-
твора сравнения:

(7)

где  – площадь пика метиламинофеназона на
хроматограмме раствора сравнения.

Подставляя выражение (7) в выражение (5),
получим:

(8)

MA
MAФ

MAФ

1 .An n
A

 = ϕ + 
 

РСО МАФ РСО МА 0.n n n= =

MAФ
MAФ 0

0

,An n
A

=

0A

MA МАФ
0

0

.A An n
A

 ϕ +=  
 

Разделив левую и правую части уравнения (8)
на молярную массу метамизола натрия, получим
выражение для концентрации метамизола натрия
в испытуемом растворе, выраженную в г/л или в
мг/мл:

(9)

Выражение (9) можно использовать для расче-
та молярного фактора отклика метиламинофена-
зона относительно метамизола натрия. Для этого
выражение (9) следует представить в виде:

(10) (10)

Для определения ϕ готовили серию растворов
метамизола натрия различных концентраций сі и
растворы поочередно хроматографировали. За-
тем строили зависимость, для которой на оси абс-
цисс откладываются значения  (Х), на
оси ординат – значения  (Y). Получен-
ные данные аппроксимировали прямолинейной за-
висимостью Y = a + bX. Значение относительного
молярного фактора отклика метиламинофеназона
ϕ определяли как угловой коэффициент этой ли-
нейной зависимости (табл. 1).

MA МАФ
0

0

.A Aс с
A

 ϕ +=  
 

0 MA

0 MAФ МАФ

1.сA A
с A A

= ϕ +

MA MAФi i
A A

0 0 MAФiiс A с A

Рис. 3. Хроматограмма исследуемого раствора в фосфатном буферном растворе с рН 6.8. Отнесение пиков см. в под-
писи к рис. 1.
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Таблица 1. Параметры градуировочных графиков для различных сред растворения (n = 5)

Среда растворения
Y = a + bX

r
a b

0.1 М HCl 0.969 ± 0.004 0.839 ± 0.047 0.99536

Ацетатный буферный раствор c рН 4.5 0.952 ± 0.028 0.833 ± 0.007 0.99989

Фосфатный буферный раствор c рН 6.8 1.128 ± 0.113 0.857 ± 0.015 0.99951
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Таблица 2. Значения площадей пиков метамизола и метиламинофеназона на хроматограммах раствора сравнения

Масса навески , мг
Площадь пика метамизола 

на хроматограмме, 

Площадь пика 
метиламинофеназона на 
хроматограмме, 

ϕA0МА + A0МАФ

ϕ = 1 ϕ = 0.857

300.0 2065.97 1003.95 3069.92 2774.19

2050.20 1022.40 3072.60 2779.12

Среднее значение 3071.26 2776.65

sr, % 0.06 0.13

0m
0 MAA

0 MAФA

Таблица 3. Проверка правильности и прецизионности

* Z = (найдено/введено) × 100%.

ϕ = 1 ϕ = 0.857

введено, мг найдено, мг Z* введено, мг найдено, мг Z*

30.0 28.2 93.84 30.0 30.1 100.43
60.0 54.8 91.31 60.0 58.2 96.93
90.0 84.7 94.14 90.0 89.4 99.36

150.0 143.1 95.43 150.0 149.0 99.36
240.0 233.7 97.36 240.0 239.2 99.69
270.0 264.4 97.92 270.0 269.9 99.97
300.0 296.2 98.72 300.0 301.4 100.48
330.0 328.1 99.43 330.0 332.7 100.81
390.0 387.8 99.44 390.0 390.1 100.03

, % 96.40 99.67
s, % 2.86 1.14
ΔZ = 1.86s, % 5.32 2.13
Критерий: % Не соответствует Соответствует

, % 3.60 0.33

Статистический критерий: Не соответствует Соответствует

Практический критерий: Не соответствует Соответствует

Z

3ZΔ ≤

Z 100δ = −

1.77Z

n
Δδ ≤ =

0.96δ ≤

Таблица 4. Значения нормализованных координат для
проверки линейности

ϕ = 1 ϕ = 0.857

, % , % , % , %

10.00 9.38 10.00 10.04
20.00 18.26 20.00 19.39
30.00 28.24 30.00 29.81
50.00 47.72 50.00 49.68
80.00 77.89 80.00 79.75
90.00 88.13 90.00 89.97

100.00 98.72 100.00 100.48
110.00 109.38 110.00 110.89
130.00 129.27 130.00 130.04

iX iY iX iY

Рассчитанные значения относительного мо-
лярного фактора отклика метиламинофеназона ϕ в
различных буферных растворах составили 0.839 – в
0.1 М HCl, 0.833 – в ацетатном буферном раство-
ре c рН 4.5, 0.857 – в фосфатном буферном растворе
c рН 6.8. Полученные значения ϕ близки между со-
бой, но значимо отличаются от единицы.

Проверка линейности, правильности и прецизи-
онности определения метамизола натрия в фосфат-
ном буферном растворе с рН 6.8. Результаты про-
верки представлены в табл. 2–5.

Для проверки линейности вводят нормализо-
ванные координаты:

(11)MA MAФ

0 0 MA 0 MAФ

100%, 100%.i i i
i i

m A AX Y
m A A

ϕ += × = ×
ϕ +
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Полученные несоответствия при проверке ли-
нейности и правильности (ϕ = 1) связаны с тем,
что не были учтены относительные молярные
факторы отклика метиламинофеназона. В случае
учета фактора отклика детектора (ϕ = 0.857) вали-
дационные характеристики методики удовлетво-
ряют соответствующим критериям приемлемо-
сти (табл. 3–5).

* * *

Таким образом, разработана и валидирована
ВЭЖХ-методика количественного определения
метамизола натрия для изучения профилей рас-
творения лекарственного препарата ПЕНТАЛ-
ГИН ІС® (таблетки) с учетом разложения мета-
мизола натрия в водных растворах. Определены
относительные молярные факторы отклика про-
дукта разложения метамизола натрия метилами-
нофеназона в различных буферных растворах. На
примере результатов, полученных в фосфатном
буфере с рН 6.8, проведена проверка линейности,
правильности и прецизионности определения
метамизола натрия. Показано, что без учета фак-
тора отклика детектора валидационные характе-
ристики методики не удовлетворяют соответству-
ющим критериям приемлемости.
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Таблица 5. Значения параметров линейности и их соответствие критериям приемлемости

Параметр
Значение Критерий 

незначимости
Вывод

ϕ = 1 ϕ = 0.857 ϕ = 1 ϕ = 0.857

|a| 1.73 0.42 ≤1.07 Не соответствует Соответствует
b 1.0041 1.0062
|1 − b| 0.0041 0.0062 ≤0.0157 Соответствует Соответствует
S0 0.67 0.38 ≤1.58 Соответствует Соответствует
r 0.99989 0.99997 ≥0.99932 Соответствует Соответствует
r2 0.99979 0.99993 ≥0.96305 Соответствует Соответствует
ПО, % 1.469 0.837 ≤10.67 Соответствует Соответствует
ПКО, % 4.408 2.512 ≤32 Соответствует Соответствует
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