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Визначення рибофлавіну в драже «Ревіт» за допомогою 
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Мета роботи – розроблення експресної, вибіркової, відтворюваної методики визначення рибофлавіну за допомогою високоефек-
тивної рідинної хроматографії (ВЕРХ) у полівітамінному препараті – драже «Ревіт».

Матеріали та методи. Застосували дегазатор, бінарний насос, автосамплер, термостат колонки, діодно-матричний детектор 
(Agilent Technologies, Germany); колонку хроматографічну Zorbax SB-C18, 30 мм × 4,6 мм, 1,8 мкм. Підготовку зразків здійснили 
за допомогою ваг аналітичних електронних Kern ABT 100-5M, ультразвукової бані Ultrasonic XUBA 3, ультрафільтрів нейлонових  
0,12 мкм.

Результати. Як буферний розчин в елюенті обрали 0,1 % мурашину кислоту. Встановили максимальне значення logD інтервалі для 
рибофлавіну при pH 2–4. Тому максимальне утримання рибофлавіну спостерігали при використанні елюенту, рН якого відповідає 
цьому інтервалу. Значення рН для 0,1 % розчину мурашиної кислоти дорівнює 2,7, тому такий буфер обрали в складі елюенту. Як 
органічний модифікатор взяли ацетонітрил. Оптимальне утримання сполуки спостерігали при 10 % ацетонітрилу.

Висновки. Вивчили хроматографічну поведінку рибофлавіну на підставі хіміко-аналітичних властивостей. Встановили оптимальні 
умови хроматографічного визначення та розробили специфічну, експресну методику визначення рибофлавіну в драже «Ревіт». 
Опрацювали методику на реальному зразку драже «Ревіт». Методику рекомендовано для використання в роботі контрольно- 
аналітичних і дослідних лабораторій.

Ключові слова: рибофлавін, драже, аналіз вітамінів, рідинна хроматографія, ВЕРХ.
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Determination of riboflavin in dragee “Revit” by HPLC
B. О. Varynskyi, М. Yu. Zeleniuk, А. H. Kaplaushenko

The aim of the work is development of express, selective, reproducible methods for the determination of riboflavin by HPLC in a multivitamin 
preparation, dragee “Revit”.

Materials and methods. Degasser, binary pump, autosampler, thermostated column compartment, diode array detector. Chromatographic 
column Zorbax SB-C18, 30 mm × 4.6 mm, 1.8 µm. Samples were prepared using analytical electronic scales Kern ABT 100-5M, ultrasonic 
bath Ultrasonic XUBA 3, nylon ultrafilters 0.12 µm.

Results. 0.1 % formic acid was selected as a buffer solution in the eluent. The maximum values of logD were observed at intervals for 
riboflavin at pH from 2 to 4. Therefore, the maximum retention of the riboflavin was observed when using the eluent, рН which corresponds 
to this interval. The pH value for 0.1 % formic acid solution was 2.7. Therefore, such a buffer was chosen by us as part of the eluent. 
Acetonitrile was selected as the organic modifier. The optimal content of the compound was observed at 10 % acetonitrile.

Conclusions. The chromatographic behavior of riboflavin on the basis of chemical-analytical properties was studied. The optimal conditions 
for chromatographic determination were determined and a specific, express method for the determination of riboflavin in “Revit” dragee 
was developed. The technique on a real sample of “Revit” dragee was elaborated. The method was recommended for use in control and 
analytical and research laboratories.
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Рибофлавін (вітамін В2) входить до складу комплексу 
вітамінів В і полівітамінних препаратів. Ґрунтуючись 
на даних щодо поглинання світла, флуоресценції та 
електровідновлення, розробили спектрометричні, 
флуориметричні, електрохімічні, хроматографічні й 
електрофоретичні методи аналізу рибофлавіну в фар-
мацевтичних препаратах і клінічних зразках. Крім того, 
для аналізу вітаміну використовують ферментативні та 
мікробіологічні методи. Перевагою хроматографічних 
методів є розділення, одночасне визначення рибофлавіну 
й інших компонентів вітамінних препаратів.

Спектрофотометричний метод запропонували для 
аналізу рибофлавіну та інших водорозчинних вітамі-
нів у фармацевтичних препаратах із використанням 
багатокомутованої проточної системи [1]. Повідомляли 
про спектрофотометричний аналіз рибофлавіну та його 
фотопродуктів (формілметилфлавін, люміхром і люмі-
флавін) [2]. Симплексний метод гнучкої толерантності 
(FTSM) застосували для спектрометричного визначен-
ня рибофлавіну, тіаміну, ніацину та піридоксину [3]. 
Розробили метод аналізу водорозчинних вітамінів у 
полівітамінних, полімінеральних дієтичних добавках, 
що використовують багатореакційний режим LC/UV/
MS-MRM [4]. Державна фармакопея України регламентує 
спектрофотометричне кількісне визначення рибофлавіну. 
Визначення здійснюють при ослабленому освітленні. 
Оптичну густину одержаного розчину вимірюють за 
довжини хвилі 444 нм [5,6]. Фармакопея США регла-
ментує флуорометричний кількісний аналіз рибофлавіну; 
довжина хвилі збудження – 444 нм [7].

Розроблено методики хроматографічного визначення 
рибофлавіну в біологічних зразках, як-от у плазмі крові. 
Білки видаляють із плазми шляхом кислотного осаджен-
ня. Аліквоту супернатанту, що отримали, аналізують за 
допомогою оберненофазової високоефективної рідинної 
хроматографії (ВЕРХ). Домішки відокремлюють від 
рибофлавіну ізократично, детектують флуорометрично 
(збудження – 450 нм; випромінювання – 520 нм). Метод 
ВЕРХ дає змогу розділити та виміряти рибофлавін у 
плазмі за 7 хвилин. Результати аналізу можуть бути 
використані для клінічної діагностики дефіциту та для 
моніторингу терапевтичних режимів приймання віта-
мінних добавок [8].

Мета роботи
Розроблення експресної, вибіркової, відтворюваної ме-
тодики визначення рибофлавіну за допомогою ВЕРХ у 
полівітамінному препараті – драже «Ревіт».

Матеріали і методи дослідження
ВЕРХ обладнання: дегазатор G4225A 1260 Hip Degasser 
(Agilent Technologies, Japan); бінарний насос G1312B 1260 
Bin Pump (Agilent Technologies, Germany). Автосамплер 
G1329B 1260 ALS (Agilent Technologies, Germany); тер-
мостат колонки G1316C 1290 TCC (Agilent Technologies, 
Germany); діодно-матричний детектор G4212B 1260 DAD 

(Agilent Technologies, Germany); колонка хроматографіч-
на Zorbax SB-C18, 30 мм × 4,6 мм, 1,8 мкм.

Підготовку зразків здійснили за допомогою ваг аналі-
тичних електронних Kern ABT 100-5M, ультразвукової 
бані Ultrasonic XUBA 3, ультрафільтрів нейлонових 0,12 
мкм виробництва Agilent Technologies.

Розчинники: ацетонітрил для ВЕРХ «HPLC Super 
Gradient» (Avantor Performance Materials Poland S. A., 
Poland), мурашина кислота «чиста для аналізу» «For 
analysis» (98 %) (AppliChem GmbH, Germany); вода 
високого ступеня очищення (18 MΩ при 25 °C), підго-
тована на пристрої Direct Q 3UV Millipore (Molsheim, 
France).

Характеристика об’єкта дослідження – Ревіт® драже № 80. 
Склад (діючі речовини): retinol (vit A), thiamine (vit B1), 
riboflavin (vit B2), ascorbic acid (vit C). Одне драже містить 
ретинолу ацетату (вітаміну А) – 0,86 мг (2500 МЕ), ті-
аміну гідрохлориду (вітаміну В1) – 1 мг, рибофлавіну 
(вітаміну В2) – 1 мг, аскорбінової кислоти (вітаміну С) 
– 35 мг. Допоміжні речовини: борошно пшеничне, патока 
крохмальна, цукор, олія м’яти перцевої, віск жовтий, олія 
соняшникова, тальк. Форма випуску – драже. Темпера-
тура зберігання – не вище ніж +25 °С. Фармацевтична 
форма – драже.

Результати
Для визначення умов хроматографічного визначення 
рибофлавіну в драже «Ревіт» передусім потрібно було 
обрати розчинник для субстанції, що досліджували. У 
воді сполука погано розчинна [5], в розчинах лугів добре 
розчинна, але руйнується, в кислому середовищі краще 
розчинна. ніж у воді, стійка [9]. Як розчинник і буферний 
розчин в елюенті обрали 0,1 % розчин мурашиної кисло-
ти. Це дає змогу уникнути системних піків і покращити 
форму піка рибофлавіну.

У роботі [10] під час визначення елюенту відповідно 
до pH запропоновано використовувати logD. На рис. 1 
наведено розрахований logD за допомогою онлайн серві-
су LogD Predictor [11]. Визначили максимальне значення 
logD в інтервалі pH від 2 до 4. Тому максимальне утри-
мання рибофлавіну спостерігатиметься при використанні 
елюенту, рН якого відповідає цьому інтервалу. Значення 
рН для 0,1 % розчину мурашиної кислоти дорівнює 2,7 
[10], тому такий буфер обрали в складі елюенту. Як ор-
ганічний модифікатор обрали ацетонітрил. Оптимальне 
утримання сполуки спостерігали при 10 % ацетонітрилу.

Для визначення довжини хвилі встановили спектр у 
потоці елюенту (рис. 2).

Максимуми світлопоглинання становили 222 нм, 
268 нм, 368 нм, 444 нм. Як оптимальний визначили 444 
нм, оскільки він більший за довжиною хвилі, а тому 
більш спеціфічний, і ширший, а отже забеспечує більшу 
робастність.

На підставі оптимальних умов запропонували методи-
ку визначення рибофлавіну в драже «Ревіт».

Метод ВЕРХ із діодно-матричною детекцією є основою 
цієї методики.
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Реактиви: ацетонітрил, кислота мурашина, високо-
очищена вода.
Робочий стандартний зразок: рибофлавін.
Умови хроматографування:
– колонка – ∅4,6 × 30 мм, заповнена силікагелем для 

хроматографії октадецилсилільним, 1,8 мкм;
– температура колонки – 40 °С;
– рухома фаза А – H2O – 0,1 % HCOOH;
– рухома фаза В – СH3CN – 0,1 % HCOOH;
– швидкість потоку – 1 мл/хв;
– ізократичний режим – рухома фаза А – рухома фаза 

В (90:10);
– об’єм проби – 1 мкл;
– детектор – діодно-матричний (λ = 444 нм).
Виготовлення  рухомої фази А. 1,00 мл мурашиної 

кислоти розбавляють до 1000,0 мл водою. Виготовлення 
рухомої фази В. 1,00 мл мурашиної кислоти розбавляють 
до 1000,0 мл ацетонітрилом. Виготовлення розчину порів-
няння. 10 мг (точна наважка) робочого стандартного зраз-
ка рибофлавіну вносять у мірну колбу місткістю 100,0, 
розчиняють в 0,1 % мурашиної кислоти, нагріваючи при 
80 °С на водяному огрівнику, та доводять до 100,0 мл цим 
самим розчинником; ретельно перемішують.

Виготовлення досліджуваного розчину. 4,7 г (точна на-
важка) розтертих у ступці драже «Ревіт» вносять у мірну 
колбу місткістю 100,0, розчиняють в 0,1 % мурашиної 
кислоти, нагріваючи при 80 °С на водяному огрівнику, та 
доводять до 100,0 мл цим самим розчинником; ретельно 
перемішують. Розчин для хроматографування фільтрують 
через нейлоновий фільтр з розміром пор 0,12 мкм.

Розчин стандартного зразка та розчин дослідження 
вводять у хроматографічну систему по черзі шість разів.

Вміст рибофлавіну в грамах (табл. 1) розраховують, 
використовуючи вміст речовини в розчині порівняння 
за формулою:

Х =
Sx × mst × b × P

,
Sst × mx × 100

де Sx – середнє значення площі піків рибофлавіну для 
хроматограм розчину дослідження;

Sst – середнє значення площі піка рибофлавіну для 
хроматограм розчину стандартного зразка;

mst – маса наважки стандартного зразка рибофлавіну, г;
mx – маса наважки порошку розтертих драже, г;
P – вміст основної речовини в стандартному зразку, %;
b – середня маса драже, г.
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Рис. 1. Залежність logD від pH 
для рибофлавіну.

Рис. 2. УФ-спектр рибофлавіну 
в потоці елюенту (10 % ацетоні-
трилі (0,1 % HCOOH)).
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Обговорення
Здійснили аналіз відомостей фахової літератури, як-от 
ДФУ, USP. З’ясували, що нині бракує хроматографічних 
методик аналізу рибофлавіну.

Відомо, що для фармакопейних методик якості лікар-
ських засобів притаманне використання стаціонарних 
фаз із розміром зерна сорбента 5 мкм. Впровадження 
сучасних ультрависокоефективних високотехнологіч-
них сорбентів із розміром 1,8 мкм – важливе завдання 
у модернізації фармацевтичного аналізу. Раніше такі 
сорбенти для визначення рибофлавіну в драже «Ревіт» 
не використовували.

Теоретично на підставі гідрофільно-гідрофобних 
властивостей обґрунтовано умови визначення рибофла-
віну на оберненофазовому сорбенті. Вивчення хромато-
графічних властивостей рибофлавіну, а також спектра 

поглинання стали підґрунтям для встановлення опти-
мальних умов хроматографічного визначення цієї спо-
луки в його лікарських формах, зокрема в драже «Ревіт».

На рис. 4 наведена типова хроматограма дослідженого 
розчину драже «Ревіт». Піки інших компонентів і допо-
міжних речовин полівітамінного препарату не виявлено, 
тобто методика є специфічною.

Пропонуємо впровадити розроблену методику в прак-
тичну фармацію, а саме в роботу лабораторій фармаце-
втичних підприємств. Результати дослідження мають 
істотну практичну цінність, оскільки є підґрунтям для 
розроблення інших методик визначення рибофлавіну, 
зокрема в інших лікарських формах. Ці результати мож-
на використовувати в лабораторіях відділів з контролю 
якості фармацевтичних виробництв, а також контролю-
вальних і дослідних лабораторій.
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Рис. 3. Типова хроматограма розчину порівняння.
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Рис. 4. Типова хроматограма випробовуваного розчину.

Таблиця 1. Результати кількісного визначення рибофлавіну в драже «Ревіт»

№ Площа піка, λ = 444 нм Знайдено рибофлавіну, % Метрологічна характеристика,
n-1 = 5, p = 0,95

Розчин порівняння Досліджуваний розчин

1 206,96222 218,75368 0,001259 X = 0,001325

S = 0,00004418

RSD%* = 3,334 %

Sx = 1,804 · 10-5

ΔХ = 4,636 · 10-5

ε = 3,498 %

2 202,53259 221,2494 0,001302

3 199,36902 219,7515 0,001313

4 197,89124 221,37413 0,001332

5 190,92824 221,23091 0,001380

6 191,22501 219,11237 0,001365

Дослідили драже «Ревіт» серії BR170521 (АТ Київський вітамінний завод), наважка стандартного зразку – 0,0121 г, наважка порошку драже «Ревіт» 
– 4,759 г, середня маса драже – 0,4686 г; *: RSD – relative standard deviation (відносне стандартне відхилення).
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3-тіо-1,2,4-тріазолу в лікарських засобах та біологічних об’єктах : 
дис... д-ра фармац. наук: 15.00.02 / Запорізький держ. мед. ун-т. 
Запоріжжя, 2021, 410 c.

[11] LogD Predictor // ChemAxon. URL: https://disco.chemaxon.com/
calculators/demo/plugins/logd/
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Висновки
1. Вивчили хроматографічну поведінку рибофлавіну 

на підставі хіміко-аналітичних властивостей. Встано-
вили оптимальні умови хроматографічного визначення 
рибофлавіну.

2. Розробили специфічну, експресну методику визна-
чення рибофлавіну в драже «Ревіт». Встановили вміст 
рибофлавіну в реальному зразку драже «Ревіт».

3. Розроблену методику запропонували до викори-
стання в роботі контрольно-аналітичних і дослідних 
лабораторій.
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