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Мета роботи. Валідація методики кількісного визначення енісаміуму йодиду в активному фармацевтичному 
інгредієнті із застосуванням методу ВЕРХ.
Матеріали і методи. Використано стандартний зразок енісаміуму йодиду та зразок активного фармацевтичного 
інгредієнта виробництва ПАТ «Фармак». Дослідження проведено із застосуванням рідинного хроматографа 
«Agilent 1200», який обладнано дегазатором, чотириканальним насосом, автоматичним вводом проби, термостатом 
хроматографічної колонки та діодноматричним детектором. Використано хроматографічну колонку Zorbax Eclipse 
XDB – C18 розміром 150 х 4,6 мм, заповнену октадецилсилільним сорбентом із розміром часток 5 мкм.
Результати й обговорення. У ході роботи досліджено оптимальні умови підготовки проби і хроматографування 
та встановлено вимоги до придатності хроматографічної системи.
Валідацію аналітичної методики проведено відповідно до рекомендацій Міжнародної конференції з гармонізації 
технічних вимог до реєстрації лікарських препаратів для людини (ICH). Зокрема, досліджено такі валідаційні 
характеристики аналітичної методики: специфічність, лінійність, правильність, прецизійність, робасність. Вивчення 
лінійності методики проведено на модельних сумішах, в яких концентрація енісаміуму йодиду змінювалася в 
діапазоні від 80 до 120 % відносно номінальної концентрації (0,4 мг/мл) енісаміуму йодиду у випробовуваному 
розчині. Коефіцієнт кореляції (r) між введеним та знайденим значенням для енісаміуму йодиду склав 0,99995. 
Висновки. Проведено валідацію методики кількісного визначення енісаміуму йодиду та експериментально 
доведено, що запропонована методика придатна для кількісного визначення енісаміуму йодиду в активному 
фармацевтичному інгредієнті.
Ключові слова: енісаміум йодид; активний фармацевтичний інгредієнт; кількісне визначення; ВЕРХ; валідація.

Вступ. Енісаміум йодид – антивірусний хіміотера-
певтичний засіб для лікування грипу та ГРВІ [1, 2]. 
Відповідно до вимог ICH Q6 [3] активний фармацев-
тичний інгредієнт (АФІ) має контролюватися за вміс-
том основного компоненту, а відповідно до ICH Q2R 
[4] аналітична методика має бути валідована. Валіда-
цію розробленої аналітичної методики необхідно про-
водити відповідно до рекомендацій Міжнародної кон-
ференції з гармонізації технічних вимог до реєстрації 
лікарських препаратів для людини (ICH) [4].

Мета роботи – валідація методики кількісного ви-
значення енісаміуму йодиду в активному фармацев-
тичному інгредієнті із застосуванням методу високо-
ефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ).

Матеріали і методи. Умови хроматографування 
при кількісному визначенні енісаміуму йодиду в ак-
тивному фармацевтичному інгредієнті ми досліджу-
вали на етапі розробки методики визначення супро-
відних домішок в АФІ [5, 6]. Для покращення характе-
ристик другого піка енісаміуму йодиду оптимізовано 
об’єм інжекції – 10 мкл та довжину хвилі детектуван-
ня – 225 нм.

Хроматографічні вимірювання виконано із засто-
суванням хроматографа фірми «Agilent Technologies» 

(США), серії 1200. Для зважування стандартних зраз-
ків та реактивів використовували ваги електронні 
«Mettler Toledo AB54S» (Швейцарія). У роботі вико-
ристано посуд класу А фірми «Simax» (Чехія).

У рамках валідації аналітичної методики викорис-
тано субстанцію енісаміуму йодиду виробництва ПАТ 
«Фармак», серія 10416. Для приготування розчину 
порівняння та модельних сумішей використано стан-
дартний зразок енісаміуму йодиду виробництва ПАТ 
«Фармак», серія 07–16.

У процесі приготування рухомої фази використано 
такі реактиви: вода очищена, яку отримано із установ-
ки Milli Q, виробництва «Millipore Corporation» (Німеч-
чина); динатрію гідрогенфосфат безводний «Sigma-
Aldrich», кат. № 04276; натрій октан-1-сульфонат мо-
ногідрат «Sigma-Aldrich», кат. № 74882; фосфорна 
кислота 85 % «Sigma-Aldrich», кат. № 04107; ацетоні-
трил «Sigma-Aldrich», кат. № 34851. Для приготування 
0,1 M розчину натрію гідроксиду застосовано натрію 
гідроксид «Sigma-Aldrich», кат.  № 06203.

Буферний розчин рН 2,5. 1,085 г натрію октан-1-
сульфонату моногідрату та 1,000 г динатрію гідро-
фосфату безводного розчиняють в 900 мл води очи-
щеної, доводять рН розчину фосфорною кислотою 
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до (2,5±0,05) та доводять об’єм розчину водою очи-
щеною до 1000,0 мл.

Рухома фаза. До 300 мл буферного розчину рН 
2,5 додають 440 мл води очищеної та 260 мл ацето-
нітрилу, перемішують та фільтрують через фільтр із 
розміром пор 0,45 мкм.

Випробовуваний розчин. 0,0400 г субстанції розчи-
няють у рухомій фазі і доводять об’єм розчину рухо-
мою фазою до 100,0 мл. 

Розчин порівняння. 0,0400 г стандартного зразка, 
або робочого стандартного зразка розчиняють у ру-
хомій фазі і доводять об’єм розчину рухомою фазою 
до 100,0 мл.

Умови хроматографування:
Хроматографічна колонка: Zorbax Eclipse XDB – 

C18 розміром 150 х 4,6 мм, заповнена сорбентом 
октадецилсилільним з розміром часток 5 мкм.

Швидкість рухомої фази: 0,5 мл/хв.
Режим елюювання: ізократичний.
Довжина хвилі детектування: 225 нм.
Температура термостату колонки: 30 ºС.
Об'єм інжекції: 10 мкл.
Хроматографічна система вважається придатною, 

якщо для хроматограми розчину порівняння витри-
муються такі умови:

– відносне стандартне відхилення, розраховане 
для площ другого основного піка становить не біль-
ше 0,35 %;

– симетрія другого піка енісаміуму йодиду – від 0,8 
до 1,5;

– число теоретичних тарілок для другого піка ені-
саміуму йодиду становить не менше 3000. 

Вміст енісаміуму йодиду (Х) в АФІ, у %, у перера-
хунку на суху речовину, розраховують за формулою:
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де S1 – середнє значення площ піків енісаміуму 
(других основних піків), розраховане з хроматограм 
випробовуваного розчину;

S0 – середнє значення площ піків енісаміуму (дру-
гих основних піків), розраховане з хроматограм роз-
чину порівняння;

m1 – маса наважки субстанції, взята для приготу-
вання випробовуваного розчину, в грамах;

m0 – маса наважки стандартного зразка, або робо-
чого стандартного зразка енісаміуму йодиду, взята 
для приготування розчину порівняння, в грамах;

W0 – втрата в масі при висушуванні стандартного 
зразка енісаміуму йодиду, взятого для приготування 
розчину порівняння, у відсотках;

W1 – втрата в масі при висушуванні зразка випро-
бовуваної субстанції, взятої для приготування випро-
бовуваного розчину, у відсотках;

Р0 – вміст основної речовини в енісаміуму йодиді, 
в перерахунку на суху речовину, взятого для приготу-
вання розчину порівняння, у відсотках.

Результати й обговорення. При дослідженні спе-
цифічності методики хроматографували розчин по-
рівняння, випробовуваний розчин та розчинник (ру-
хому фазу), в результаті чого встановлено, що на 
хроматограмі рухомої фази відсутні піки при часі ви-
ходу енісаміуму йодиду. Таким чином, отримані ре-
зультати доводять, що запропоновані умови хрома-
тографування забезпечують специфічність визна-
чення енісаміуму йодиду. Хроматограми рухомої 
фази, розчину порівняння та випробовуваного розчи-
ну наведено на рисунках 1–3.

Вивчення лінійності проводили на модельних сумі-
шах, в яких концентрація енісаміуму йодиду лінійно 
змінювалася в діапазоні від 80 до 120 % відносно но-
мінальної концентрації енісаміуму йодиду у випробо-
вуваному розчині. 

Розрахунок параметрів лінійної залежності прово-
дили методом найменших квадратів [7]. Графік ліній-
ної залежності наведено на рисунку 4.

Результати вивчення лінійності методики наве-
дено в таблиці 1. Як випливає із представлених 
даних, метрологічні характеристики лінійності від-
повідають вимогам прийнятності, рекомендовані 
ДФУ [8].

Прецизійність методики вивчали на рівнях збіж-
ності та внутрішньолабораторної прецизійності.
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Рис. 1. Типова хроматограма рухомої фази.
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Рис. 2. Типова хроматограма розчину порівняння.
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Рис. 3. Типова хроматограма випробовуваного розчину.
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Рис. 4. Графік лінійної залежності площі другого піка енісаміуму від концентрації енісаміуму йодиду (в 
нормалізованих координатах).
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Для оцінки збіжності готували та аналізували роз-
чини порівняння та 6 випробовуваних розчинів із кон-
центраціями діючої речовини на рівні 0,4 мг/мл. Роз-
чини були приготовані із однієї і тієї ж серії АФІ.

Внутрішньолабораторну прецизійність досліджу-
вали порівнюючи отримані дані з результатами, отри-
маними іншим аналітиком, який наступного дня ана-
лізував додаткові розчини порівняння та випробову-
вані розчини.

Результати перевірки прецизійності аналітичної 
методики наведено в таблиці 2.

Дані таблиці 2 підтверджують, що відносне стан-
дартне відхилення (RSD) отриманих результатів для 
першого та другого аналітика, а також відносна різ-
ниця середніх значень результатів не перевищує 
1,0 %, що свідчить про належну відтворюваність ре-
зультатів.

При вивченні правильності запропонованої мето-
дики готували 3 серії модельних розчинів із концен-
трацією енісаміуму йодиду 80 %, 100 % та 120 % від-

Таблиця 1. Метрологічні характеристики лінійності методики кількісного визначення енісаміуму методом 
високоефективної рідинної хроматографії в активному фармацевтичному інгредієнті

Параметр Отримане значення Критерій прийнятності 
b 0,99807 -
sb 0,00366 -
|a| 0,11667 ≤ 2,6
sa 0,36948 -
s0 0,14192 -

s0/b 0,14219 ≤ 0,84
|r| 0,99995 ≥ 0,99981

Примітки: b – кутовий коефіцієнт для розрахованої лінійної залежності;
sb – стандартне відхилення константи b;
a – вільний член лінійної залежності;
sа – стандартне відхилення вільного члена лінійної залежності;
s0 – залишкове стандартне відхилення;
r – лінійний коефіцієнт кореляції.

Таблиця 2. Результати вивчення прецизійності методики визначення енісаміуму методом високоефективної 
рідинної хроматографії

Розчин
Знайдено енісаміуму йодиду від введеного, %
1-й аналітик 2-й аналітик

1 100,1 100,0
2 99,8 99,8
3 100,2 100,2
4 100,1 100,1
5 100,3 99,6
6 100,4 100,1

Середнє 100,1 100,0
RSDX, % 0,20 0,23
RSD внутрішньолабораторної прецизійності, % 0,23
Відносна різниця середніх значень, % 0,15

носно концентрації енісаміуму йодиду в розчині по-
рівняння в трьох повторностях для кожного концент
раційного рівня. Результати визначення наведено в 
таблиці 3.

Довірчий інтервал (∆Ζ) становить 0,38 %, критерій 
статистичної незначущості (δ) – 0,13 %, критерій 
практичної незначущості (δ) – 0,64 %. Систематична 
похибка (δ) аналітичної методики становить 0,03 %.

Систематична похибка нижче критерію статистич-
ної та практичної незначущості (0,03 < 0,13; 
0,03 < 0,64), тому можна стверджувати, що правиль-
ність аналітичної методики достатня.

Робасність вивчали за стабільністю досліджува-
них розчинів та надійністю хроматографічної проце-
дури.

Стабільність випробовуваного розчину та розчину 
порівняння вивчали за зміною площ піків під час збе-
рігання розчинів при температурі 25 °С. Було вста-
новлено, що розчини порівняння та випробовувані 
розчини стабільні щонайменше протягом 24 год. 
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Таблиця 3. Результати вивчення правильності методики визначення енісаміуму методом високоефективної 
рідинної хроматографії

Розчин

Концентрація енісаміуму йодиду

Введено у модельну 
суміш (відносно 

концентрації у розчині 
порівняння), %

100×=
st

i
i C

C
X

Знайдено у модельній 
суміші (на підставі 
площ піків відносно 

концентрації у розчині 
порівняння), %

100×=
st

i
i S

S
Y

Розрахована щодо 
введеної кількості, %

100×=
i

i
i X

Y
Z RSD (Zi), %

1 80,0 80,31 100,39
0,32 80,0 80,02 100,03

3 80,0 79,81 99,76
4 100,0 99,98 99,98

0,15 100,0 100,03 100,03
6 100,0 100,12 100,12
7 120,0 120,13 100,11

0,28 120,0 119,64 99,70
9 120,0 120,16 100,13

Середнє значення за всіма концентраційними рівнями 100,03 0,20

Примітка: Хi та Yi – нормалізовані значення «знайдено/введено»;
Zi – відношення «знайдено/введено» енісаміуму йодиду, у %;
Ci – концентрація енісаміуму йодиду в і-ому аналізованому розчині;
Cst – концентрація енісаміуму йодиду в розчині порівняння;
Si – середня площа піків для і-того аналізованого розчину;
Sst – середня площа піків для розчину порівняння.

Надійність хроматографічної процедури перевіря-
ли за варіабельністю швидкості потоку рухомої фази, 
температури термостату колонки, складу рухомої 
фази, рН буферного розчину та застосування аль-
тернативної хроматографічної колонки (колонки з ін-
шим серійним номером). Відповідно до цього прово-
дили хроматографування розчину порівняння та ви-
пробовуваного розчину з подальшою оцінкою кількіс-
ного вмісту енісаміуму йодиду.

В таблиці 4 наведено дані щодо робасності аналі-
тичної методики.

Варіабельність результатів кількісного вмісту ені-
саміуму йодиду для кожної із умов відповідно до по-
чаткових умов становить не більше 1,0 %. Таким 
чином, аналітичну методику можна вважати робас-
ною.

Розрахунок сумарної невизначеності операції про-
бопідготовки було проведено з огляду на дані, наве-
дені в таблиці 5.

Розрахунок сумарної невизначеності для розчину 
порівняння:

 22 12,05,0 + = 0,51 %.

Розрахунок сумарної невизначеності для випробо-
вуваного розчину:

 22 12,05,0 + = 0,51 %.

Сумарна прогнозована невизначеність пробопід-
готовки становить:

ΔSp =
 22 51,051,0 + = 0,72 %.

Загальну невизначеність аналізу ΔAs розраховува-
ли за наступним співвідношенням:

 2
FAO

2
SPAs ∆+∆=∆ , 

де ΔSP – невизначеність пробопідготовки;
ΔFAO – невизначеність кінцевої аналітичної опера-

ції (в даному випадку – хроматографування), яку роз-
раховували за рівнянням:

 

n
tRSD

2 1n%,95max
FAO

−×
×=∆ ,

 

де 2  – враховує наявність розчину порівняння та 
випробовуваного розчину;

RSDmax – відносне стандартне відхилення (%), що 
описане у вимогах до придатності хроматографічної 
системи;

t95%,n-1 – односторонній коефіцієнт Стьюдента для 
імовірності 95 %;

n – число паралельних хроматограм.
Таким чином, з огляду на дані RSD, ∆FAO стано-

вить:



76

ISSN 2312-0967. Фармацевтичний часопис. 2019. № 1

Аналіз лікарських препаратів
Analysis of drugs

Таблиця 4. Результати вивчення робасності методики визначення енісаміуму методом високоефективної рідинної 
хроматографії

Умови, що змінювались Результати вмісту енісаміуму йодиду в АФІ, %

Швидкість потоку рухомої фази, в мл/хв

0,45 99,8
0,50 100,2
0,55 100,1

RSD, % 0,21

Температура термостату колонки, 
в °С

25 100,3
30 100,1
35 99,7

RSD, % 0,31

Склад рухомої фази: 
буферний розчин рН 2.5 : вода : 
ацетонітрил
(об/об/об)

28:44:28 100,0
30:44:26 100,3
32:44:24 99,9
RSD, % 0,21

рН буферного розчину

рН 2,4 99,7
рН 2,5 100,2
рН 2,6 100,1

RSD, % 0,26

Серійний номер хроматографічної колонки
В16099 100,3

USYT001583 99,8
RSD, % 0,35

Таблиця. 5. Вихідні дані для розрахунку невизначеності пробопідготовки

Операція Дані для розрахунку Невизначеність, %
Розчин порівняння

Зважування стандартного зразка З точністю до ± 0,0002 г
Невизначеність зважування, при наважці 

40 мг складає:
(0,2 мг/40 мг×100 = 0,5)

Доведення об’єму розчину до 100,0 мл Колба на 100,0 мл 0,12

Випробовуваний розчин

Зважування випробовуваної субстанції З точністю до ± 0,0002 г
Невизначеність зважування, при наважці 

40 мг складає:
(0,2 мг/40 мг×100 = 0,5)

Доведення об’єму розчину до 100,0 мл Колба на 100,0 мл 0,12

 

3
92,235,02FAO

×
×=∆ = 0,83 %

Тоді, ΔAs складає 
 22 83,072,0 + = 1,1 % ˂ 1,5 %.

Оскільки допустимі межі за кількісним визначен-
ням субстанції становлять 98,5 – 101,5 %, то критерій 

загальної невизначеності аналізу (ΔAs) становить 
1,5 %.

Прогноз загальної невизначеності аналізу ΔAs не 
перевищує критичного значення (1,5 %), тому ме-
тодику вважають коректною та може відтворюва-
тися в інших лабораторіях з необхідною прецизій-
ністю.

Висновки. Проведено валідацію методики кількісно-
го визначення енісаміуму йодиду в АФІ із застосуванням 
методу ВЕРХ. Підтверджено специфічність аналітичної 
методики. Коефіцієнт кореляції лінійної залежності (r) 
між введеним та знайденим значенням для енісаміуму 

йодиду становить 0,99995. Підтверджено правильність, 
прецизійність та робасність аналітичної методики. 

Підтверджено стабільність випробовуваного роз-
чину та розчину порівняння при їх зберіганні при кім-
натній температурі щонайменше протягом 24 год.
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Методика ВЕРХ кількісного визначення енісаміуму 
йодиду є придатною для контролю якості АФІ еніса-
міуму йодиду за показником «Кількісне визначення».
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ВАЛИДАЦИЯ ВЭЖХ-МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЭНИСАМИУМА ИОДИДА В 
АКТИВНОМ ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОМ ИНГРЕДИЕНТЕ

А. В. Бурмака

ПАО Фармак, Киев
o.burmaka@farmak.ua 

Цель работы. Валидация методики количественного определения энисамиума иодида в активном 
фармацевтическом ингредиенте с использованием ВЭЖХ.
Материалы и методы. Использовано стандартный образец энисамиума иодида и образец активного 
фармацевтического ингредиента производства ПАО «Фармак». В ходе работы было установлено оптимальный 
объем инжекции пробы 10 мкл, длину волны детектирования 225 нм, другие условия хроматографирования и 
требования к пригодности хроматографической системы. 
Исследования проводили с использованием жидкостного хроматографа «Agilent 1200», оснащенного дегазатором, 
четырехканальным насосом, автоматическим вводом пробы, термостатом хроматографической колонки и 
диодноматричным детектором. Использовано хроматографическую колонку Zorbax Eclipse XDB – C18 размером 
150 х 4,6 мм, заполненную октадецилсилильным сорбентом с размером частиц 5 мкм. 
Результаты и обсуждение. Подтверждена селективность аналитической методики. Проведено валидацию 
аналитической методики в соответствии с рекомендациями Международной конференции по гармонизации 
технических требований к регистрации лекарственных препаратов для человека (ICH).
Изучение линейность проводили на модельных смесях, в которых концентрация энисамиума иодида линейно 
изменялась в диапазоне от 80 до 120 % относительно номинальной концентрации (0,4 мг/мл) энисамиума иодида 
в испытуемом растворе.
Подтверждены такие валидационные характеристики, как специфичность, правильность, прецизионность, робастность.
Коэффициент корреляции (r) между введенным и найденным значением для энисамиума иодида составил 0,99995.
Выводы. Экспериментально подтверждено, что предложенная методика может использоваться для 
количественного определения энисамиума иодида в активном фармацевтическом ингредиенте. 

Ключевые слова: энисамиум иодид; активный фармацевтический ингредиент; количественное определение; 
BЭЖХ; валидация.

VALIDATION OF THE HPLC ANALYTICAL PROCEDURE FOR ENISAMIUM IODIDE QUANTITATIVE 
DETERMINATION IN ACTIVE PHARMACEUTICAL INGREDIENT

О. V. Burmaka

Farmak JSC, Kyiv
o.burmaka@farmak.ua

The aim of the work. The work is devoted to validation of the analytical procedure for enisamium iodide quantitative 
determination in active pharmaceutical ingredient by the HPLC method.
Materials and Methods. The reference standard of enisamium iodide and the sample of active pharmaceutical ingredient 
produced by Farmak JSC were used. During the work, an optimal sample injection volume of 10 μl, a detection wavelength 
of 225 nm, chromatographic conditions and requirements for the suitability of the chromatographic system were 
established. The study was carried out using Agilent 1200 liquid chromatograph equipped with a degasser, a four-channel 
pump, automatic sampler, a chromatographic column thermostat and a diode array detector. The Zorbax Eclipse XDB-C18 
chromatographic column, 150 x 4.6 mm size, filled with octadecylsilyl sorbent, with a particle size of 5 μm, was used.
Results and Discussion. The selectivity of the analytical method was confirmed.
Validation of the analytical procedure was carried out in accordance with the recommendations of the International Council 
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH).
Linearity studies were performed on model solutions in which the concentration of enisamium iodide varied linearly in the 
range from 80 % to 120 % relative to the nominal concentration (0.4 mg/ml) of enisamium iodide in the test solution.
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Validation characteristics such as specificity, accuracy, precision, and robustness were confirmed.
The correlation coefficient (r) between the fitted and observed value (r) for enisamium iodide was 0.99995. 
Conclusions. It was experimentally established that the described analytical procedure can be used for enisamium iodide 
assay test of active pharmaceutical ingredient.

Key words: enisamium iodide; active pharmaceutical ingredient; assay; HPLC; validation. 
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