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Один із ключових етапів фармацевтичної розробки – розроблення аналітичних методик для контролю якості лікарських засобів. 
Критичним показником якості є вміст супровідних домішок, що може збільшуватись у процесі зберігання препарату внаслідок 
розкладання діючої речовини, а це впливає на якість препарату.

Мета роботи – розробити та здійснити валідацію методики визначення супровідних домішок методом ВЕРХ у препараті з німе-
сулідом у формі гранул для оральної суспензії, встановити нормування вмісту супровідних домішок у специфікації для контролю 
готового лікарського засобу.

Матеріали та методи. Вивчали зразок препарату Німесулід, гранули для оральної суспензії, 100 мг/2 г, виробництва АТ «Фармак». 
Дослідження здійснили, використавши рідинний хроматограф Agilent 1260 зі спектрофотометричним детектором. Для приготування 
стандартних розчинів домішок використали 2-феноксіанілін фірми Sigma-Aldrich, стандартні зразки німесуліду домішки D EP CRS 
та фірми LGC, німесулід для ідентифікації піків EP CRS. Для хроматографічного аналізу використовували ацетонітрил та амонію 
дигідрофосфат фірми Sigma-Aldrich.

Результати. Під час розроблення методики визначили концентрації розчинів, спосіб розчинення гранул, фільтри. Дібрали хро-
матографічну колонку, встановили вимоги придатності хроматографічної системи. Дослідили та врахували вплив компонентів 
плацебо. У процесі валідації проаналізували валідаційні характеристики: специфічність, лінійність, LOD, LOQ, прецизійність, 
правильність, робастність. Нормування вмісту домішок встановили за рекомендаціями ICH Q3B, враховуючи дані стресових 
досліджень, стабільності та домішок субстанції.

Висновки. Розробили аналітичну методику визначення супровідних домішок у препараті з німесулідом у формі гранул для оральної 
суспензії. Результати валідації показали, що методика придатна для здійснення аналізу. Встановили нормування вмісту домішок 
для специфікації контролю готового продукту.

Ключові слова: аналітична хімічна методика, німесулід, метод ВЕРХ, гранули для оральної суспензії, нормування домішок, валідація.
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Development and validation method for the determination of related substances in nimesulide granules for oral suspension
K. V. Tarapon, O. V. Tryhubchak

One of the key stages of pharmaceutical development is the development of analytical methods for quality control of medicines. The 
critical quality indicator is the content of related impurities, which may increase during shelf life of the product due to the degradation of 
the active substance, which in turn affects the quality of the product.

The aim of the work is to develop and validate the method for the determination of related impurities in nimesulide granules for oral 
suspension by HPLC method; to set the specification of finished product for related impurities.

Materials and methods. Sample of finish product Nimesulide, granules for oral suspension, 100 mg/2 g, it was manufactured by JSC 
“Farmak”. The study was performed using Agilent 1260 liquid chromatograph with UV detector. 2-phenoxyaniline from Sigma-Aldrich, 
reference standards of nimesulide impurity D EP CRS and LGC, Nimesulide for peak identification EP CRS were used for preparation of 
standard impurity solutions. Acetonitrile and ammonium dihydrogen phosphate from Sigma-Aldrich were used for chromatographic analysis.

Results. When developing method, the  concentrations of solutions, the  method of dissolving granules, filters were selected. The 
chromatographic column was selected, the  requirements for the  chromatographic system suitability were set. The effect of placebo 
components has been studied and considered. During the validation the characteristics were studied: specificity, linearity, LOD, LOQ, 
precision, accuracy, robustness. The limits of the impurity content were established in accordance with the requirements of ICH Q3B 
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guideline, taking into account the data of stress studies, stability and impurities of the substance.

Conclusions. The analytical method for the determination of related substances in finish product nimesulide granules for oral suspension 
was developed. The validation results showed that the method is suitable for analysis. The specification limits of finished product for 
related impurities were set.

Key words: analytical chemistry method, nimesulide, method HPLC, granules for oral suspension, limits for impurities, validation.
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Метою сучасної фармацевтичної розробки є створення лі-
карських засобів (ЛЗ) відповідної якості та обґрунтування 
процесу їх виробництва для постійного випуску продук-
ції з заданими функціональними характеристиками [1].

Один із ключових етапів фармацевтичної розробки – 
розроблення аналітичних методик для контролю якості 
готових лікарських засобів (ГЛЗ). Розроблений препарат 
має бути ефективним і безпечним, а також має забезпе-
чувати точність дозування. Запровадження аналітичних 
методик, що підтверджують якість ЛЗ, гарантує дотри-
мання цих вимог. Валідація аналітичних методик – одна з 
умов відповідності критеріям якості, а також можливості 
відтворення методик у лабораторії [2].

Вміст супровідних домішок належить до найважливі-
ших показників якості ЛЗ. У процесі зберігання препара-
ту може відбуватися зниження кількості діючої речовини 
в результаті її розкладання й утворення продуктів дегра-
дації (домішок). Це може знижувати фармакологічну ак-
тивність препарату, а домішки можуть бути шкідливими 
для організму людини, тому нормативна документація 
обмежує кількість домішок у ЛЗ [3–5].

Препарат з діючою речовиною німесулід у формі 
гранул для оральної суспензії – один із нестероїдних 
протизапальних ЛЗ, що найчастіше застосовують у 
практиці. Його призначають для полегшення болю, запа-
лення, лихоманки, під час терапії хронічного больового 
синдрому та захворювань опорно-рухового апарату [6,7].

Європейська фармакопея (ЄФ) регламентує вимоги до 
показника «Супровідні домішки» для субстанції німе-
сулід [8]. Але враховуючи специфічну лікарську форму 
(гранули для оральної суспензії), а також особливості 
складу та технології розробленого препарату, необхідно 
було запропонувати власну методику, щоб дослідити 
вміст супровідних домішок у препараті на час випуску та 
в процесі дослідження стабільності. Сучасним методом 
є високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ) [9].

Мета роботи
Розробити та здійснити валідацію методики визначення 
супровідних домішок методом ВЕРХ у препараті з німесу-
лідом у формі гранул для оральної суспензії, встановити 
нормування вмісту супровідних домішок у специфікації 
для контролю ГЛЗ.

Матеріали і методи дослідження
Вивчали зразок препарату Німесулід, гранули для ораль-
ної суспензії, 100 мг/2 г, виробництва АТ «Фармак». 

Для приготування стандартних розчинів домішок вико-
ристали 2-феноксіанілін (німесуліду домішка С) фірми 
Sigma-Aldrich, стандартний зразок німесуліду домішки D 
EP CRS, стандартний зразок німесуліду для ідентифікації 
піків EP CRS і стандартний зразок німесуліду домішки 
D фірми LGC.

Супровідні домішки у досліджуваних зразках ви-
значали методом ВЕРХ за вимогами ДФУ, ЄФ (2.2.29), 
застосовуючи рідинний хроматограф Agilent 1260 зі 
спектрофотометричним детектором [8,9]. Для хромато-
графічного аналізу використали ацетонітрил та амонію 
дигідрофосфат фірми Sigma-Aldrich.

Результати
Під час розроблення методики для визначення супро-
відних домішок у ГЛЗ за основу взяли методику, що 
описана в монографії ЄФ на субстанцію німесулід (Ph. 
Eur. 01/2017:1548) [8]. Враховували вплив компонентів 
плацебо на можливість детектування всіх продуктів 
розкладу, описаних для субстанції, а також домішок, що 
утворюються безпосередньо в процесі розкладу ГЛЗ. 
Під час розроблення методики для ГЛЗ необхідно було:

– за наведених у монографії умов дібрати колонку 
так, щоб уникнути інтерференції піків ідентифікованих 
домішок із компонентами плацебо;

– встановити можливість детектування всіх ідентифі-
кованих домішок, наведених у монографії на субстанцію, 
під час аналізу ГЛЗ;

– розробити умови пробопідготовки, зважаючи на 
особливості лікарської форми (гранули для оральної 
суспензії) та вміст компонентів плацебо.

На початковому етапі розроблення розчин випробування 
готували так: наважку розтертих гранул, що відповідає 20 
мг діючої речовини, поміщали в мірну колбу об’ємом 20 
мл, додавали 8 мл ацетонітрилу, витримували на ультразву-
ковій бані протягом 10 хв і доводили водою до об’єму 20,0 
мл (концентрація 1 мг/мл). Цей розчин перемішували та 
фільтрували через фільтр із розміром пор 0,45 мкм.

Визначаючи фільтр, випробували такі типи: «синя 
стрічка»; мембранний фільтр типу NY, 0,45 мкм; мемб-
ранний фільтр типу PTFE, 0,45 мкм; мембранний фільтр 
типу RC, 0,45 мкм. Застосувавши фільтр «синя стрічка», 
отримали не повністю прозорий фільтрат. У разі вико-
ристання інших фільтрів одержали прозорий фільтрат, 
а власне фільтрування відбувалося швидко. Досліджен-
ня кількісного вмісту при використанні різних типів 
мембранних фільтрів не виявило різницю результатів, 
абсорбція не відбувається.
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Розчин порівняння (а) (для ідентифікації домішок С і 
D) готували аналогічно до описаного в монографії ЄФ на 
субстанцію: 5 мг 2-феноксіаніліну (німесуліду домішки 
С) розчиняли в 10 мл ацетонітрилу, доводили водою до 
25,0 мл. 1,0 мл отриманого розчину доводили рухомою 
фазою до об’єму 50,0 мл. До 1,0 мл розчину, що одержали, 
додавали вміст флакону німесуліду домішки D EP CRS, 
попередньо розчинений в 1,0 мл ацетонітрилу.

Розчин порівняння (с) (для ідентифікації домішок A, B, 
E, F) готували аналогічно до описаного в монографії ЄФ 
на субстанцію: 4 мг німесуліду для ідентифікації піків EP 
CRS, що містить домішки A, B, E, F, розчиняли у 4 мл аце-
тонітрилу, доводили рухомою фазою до об’єму 10,0 мл.

Надалі методику допрацювали в розділі приготування 
розчинів. Зокрема:

– змінили концентрацію розчину випробування (змен-
шили до 0,5  мг/мл), оскільки з’ясували, що розчин у 
концентрації 1 мг/мл нестійкий внаслідок випадіння в 
осад компонентів плацебо (протягом 1 доби);

– змінили спосіб приготування випробуваного роз-
чину: гранули розчиняли шляхом струшування колби 
з розчином на термошейкері протягом 30 хв (замість 
використання ультразвукової бані). Незважаючи на 
збільшення часу пробопідготовки, експериментальним 
шляхом доведено: саме в разі використання такого часу 
й умов відбувається повне вивільнення діючої речовини 
з гранул;

– під час приготування розчину порівняння (а) замість 
використання вмісту флакону німесуліду домішки D EP 
CRS застосовують наважку 5 мг стандартного зразка 
німесуліду домішки D фірми LGC для спрощення про-
бопідготовки та зменшення вартості аналізу. Розчин 
готують так: 5,0 мг 2-феноксіаніліну (німесуліду домішки 
С) та 5,0 мг стандартного зразку німесуліду домішки D 
розчиняють у 10 мл ацетонітрилу та доводять об’єм роз-
чину водою Р до 25,0 мл; 1,0 мл цього розчину доводять 
рухомою фазою до об’єму 100,0 мл;

– додали розчин порівняння (b) (концентрація 0,2 %), 
який застосовують для розрахунку вмісту ідентифікова-
них і неідентифікованих домішок;

– розчин порівняння (с), що містить домішки А, В, Е, 
F, вилучили, оскільки за результатами стресових дослі-
джень встановили: препарат є стабільним під дією різних 
стресових факторів і жодна домішка, що є продуктом 
деградації субстанції та наведена в монографії ЄФ, в 
препараті не зафіксована.

Умови хроматографування обрали аналогічно до 
описаних у монографії ЄФ: рухома фаза ацетонітрил – 
розчин рН 7.0 (1,15 г/л амонію дигідрофосфату) (35:65); 
швидкість рухомої фази – 1,3 мл/хв; детектування – за 
довжини хвилі 230 нм; об’єм проби, що вводять, – 20 мкл.

У процесі вибору оптимальної хроматографічної ко-
лонки апробували кілька колонок із різними параметрами 
(табл. 1).

У результаті досліджень, що здійснили, визначили 
оптимальну колонку для цього визначення – XTerrа RP-18 
розміром 3,9 × 150 мм із розміром часток 5 мкм.

Визначили такі параметри придатності хроматогра-
фічної системи:

– ступінь поділу піків німесуліду домішки С і німесу-
ліду домішки D на хроматограмі розчину порівняння (а) 
становить не менше ніж 2;

– відносне стандартне відхилення площ піків німесу-
ліду, розраховане з хроматограм розчину порівняння (b), 
має становити не більше ніж 3 %.

Відносний час утримування домішок щодо піка німе-
суліду (час утримування – майже 5 хв) становить для 
домішки С близько 2,4 хв, для домішки D – майже 3,5 хв.

Хроматограми розчину порівняння (а) (для ідентифі-
кації домішок С і D) і розчину випробування наведено 
на рис. 1, 2.

У процесі розробки з’ясували, що один із компонентів 
плацебо – допоміжна речовина (ароматизатор) – детекту-
ється в умовах цієї методики, час утримування – майже 
12 хв (рис. 3). Тому пік цього компонента виключили під 
час підрахунку вмісту домішок, що наведено в методиці.

Здійснили валідацію для підтвердження відповідності 
методики критеріям прийнятності. Валідацію здійснили 
згідно з вимогами ICH Q2В [10]. У процесі валідації 
вивчили такі характеристики: специфічність, лінійність, 
межа виявлення (LOD), межа кількісного визначення 
(LOQ), прецизійність, правильність, робастність. Ре-
зультати валідаційних досліджень наведені в таблиці 2. 
Виявили, що всі названі валідаційні характеристики від-
повідають критеріям прийнятності, методика придатна 
для здійснення аналізу.

Для забезпечення регуляторної відповідності норму-
вання вмісту ідентифікованих, неідентифікованих і суми 
домішок у специфікації встановили за рекомендаціями 
ICH Q3B [11], враховуючи дані стресових досліджень, 
нормування домішок у субстанції та прискорені дослі-
дження стабільності.

Таблиця 1. Хроматографічні колонки, що використані в процесі розроблення

Назва колонки Параметри Висновки

LiChrosorb RP-18 4,0 × 125 мм,
розмір часток 5 мкм

Пік німесуліду домішки А має час утримування близько 1,6 хв, може інтерферувати з піками 
компонентів плацебо.

Nova-Pak C18 3,9 × 150 мм,
розмір часток 5 мкм

Симетрія піку домішки А не відповідає вимогам (коефіцієнт симетрії (Tf) ˃2).

XTerra RP-18 3,9 × 150 мм,
розмір часток 5 мкм

Піки домішок німесуліду А, В, С, D, Е, F детектуються на цій колонці, мають відповідні 
коефіцієнти розділення. Час утримування домішки А – майже 3 хв, коефіцієнт симетрії (Tf) = 1, 
піки компонентів плацебо не інтерферують із піками домішок.
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Рис. 1. Хроматограма розчину порівняння (а) (для ідентифікації домішок С і D).

Рис. 2. Хроматограма розчину випробування.

Рис. 3. Хроматограма розчину плацебо.
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Згідно з рекомендаціями ICH Q3B, виходячи з 
максимальної добової дози препарату (200 мг), вміст 
ідентифікованих домішок у препараті має становити 
не більше ніж 0,5 %, неідентифікованих – не більше 
ніж 0,2  %. Не враховують домішки концентрацією 
менше ніж 0,1 %.

Відомо, що продуктами деградації ГЛЗ можуть бути до-
мішки С (2-phenoxyaniline) і D (4-nitro-2-phenoxyaniline) 
[12–14]. Вміст цих домішок також збільшується в процесі 
стресових досліджень (під впливом лугу). Тому саме їх 
вирішили ідентифікувати в ГЛЗ, незважаючи на те, що їх 
майже не було в розробленому препараті на час випуску.

Нормування цих домішок, відповідно до монографії 
ЄФ на субстанцію, становить не більше ніж 0,15 % кож-
ної [8]. Отже, в ГЛЗ на час випуску встановлено ліміт 
домішки С – не більше ніж 0,2 %, D – не більше ніж 
0,2 %. Результати прискорених досліджень стабільності 
не показали збільшення домішок С і D, тому нормуван-
ня не більше ніж 0,2 % кожної встановлено і в процесі 
зберігання препарату.

Неідентифіковані домішки нормують за рекомендаці-
ями ICH Q3B – не більше ніж 0,2 % [11]. Сума домішок, 
що встановили, – не більше ніж 1,0 %. У розрахунок не 
включали піки контрольного розчину, піки з відносним 
часом утримування до 0,3 хв і пік з відносним часом 
утримування майже 12 хв (піки плацебо). Не враховували 
домішки в концентрації менше ніж 0,1 %.

Обговорення
У процесі розроблення методики визначення супровід-
них домішок у препараті методом ВЕРХ апробували та 
визначили оптимальні умови для детектування домішок, 
що належать до субстанції німесуліду, а також продуктів 
розкладу ГЛЗ. Валідація підтверджує відповідність ме-
тодики критеріям прийнятності, методика є придатною 
для здійснення аналізу.

Встановили, що основними продуктами розкладу 
німесуліду є домішки С і D. Проте їхній вміст, а також 
концентрація інших неідентифікованих домішок у до-
сліджених зразках препарату на час його випуску доволі 

Таблиця 2. Результати валідації методики визначення супровідних домішок у препараті Німесулід, гранули для оральної суспензії

Валідаційна характеристика Критерій прийнятності Результати

Специфічність Не має бути інтерференції піків досліджуваних домішок С 
і D з піком німесуліду, піками з компонентів плацебо ГЛЗ, 
розчинника та рухомої фази

Не виявили інтерференцію піків 
досліджуваних домішок С і D з піком 
німесуліду, піками з компонентів плацебо 
ГЛЗ, розчинника  
та рухомої фази

Лінійність Коефіцієнт кореляції R ≥ 0,995.
Вільний член лінійної залежності для регресійної прямої 
|А| ≤ 5,0 %. Відносний фактор відгуку RRF (%) – 95–105 %

R = 0,9996
А (%) = 1,79267
RRF (%): 96,63–101,80

Межа виявлення (LOD)  
та кількісного визначення (LOQ)

За будь-якою одиничною домішкою:
LOQSingle Imp ≤ 0,50 × 0,20 (%) = 0,10 % у перерахунку на 
німесулід

LODSingle imp, = 0,007 % LOQSingle imp, = 0,022 % 

Прецизійність

Придатність хроматографічної 
системи

Коефіцієнт розділення піків німесуліду домішки С і німесуліду 
домішки D ≥2,0;
Відносне стандартне відхилення (RSD), %, розраховане  
для площ піків німесуліду за паралельними хроматограмами 
розчину порівняння (b) ≤3,0 %

Коефіцієнт розділення = 9,6
RSD = 0,4 %

Збіжність RSD ≤10,0 % <10,0 %

Внутрішньолабораторна  
прецизійність

RSD результатів аналізу для ВЛП має становити ≤15,0 % RSD <15,0 %

Правильність Середнє значення правильності визначення вмісту домішок 
С і D за кожним концентраційним рівнем має становити 
90,0–110,0 %;
Загальне за всіма трьома концентраційними рівнями 
значення правильності визначення вмісту домішок С і D має 
дорівнювати 90,0–110,0 %

Правильність аналітичної методики  
є достатньою

Робастність

Стабільність розчинів Варіабельність, розрахована для площі піка німесуліду  
в кожній часовій точці щодо площі піків у точці «0»,  
має бути ≤ |10| %

Розчини стабільні за кімнатної температури 
протягом 24 годин

Надійність хроматографічної 
процедури:
- швидкість потоку рухомої фази;
- температура термостата 
хроматографічної колонки;
- склад рухомої фази.

Відхилення співвідношення площ піків F щодо початкових 
умов має становити ≤10,0 %

Допустимі зміни швидкості потоку рухомої 
фази мають становити 1,26–1,34 мл/хв;
Допустимі зміни температури термостата 
колонки мають становити 24,0–26,0 °С;
Допустимі зміни складу рухомої фази мають 
становити 32,5–37,5 % вмісту ацетонітрилу
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низький або нижчий від встановленої межі детектування. 
У разі збільшення вмісту домішок у процесі зберігання 
їхній кількісний вміст буде визначений за допомогою 
цього методу.

Висновки
1. Розробили аналітичну методику визначення 

супровідних домішок методом ВЕРХ для препарату 
з діючою речовиною німесулід у формі гранул для 
оральної суспензії. Під час розроблення методики 
визначили концентрації розчинів діючої речовини та 
стандартних розчинів, спосіб розчинення гранул, філь-
три. Встановили умови хроматографування, визначили 
хроматографічну колонку та вимоги щодо придатності 
хроматографічної системи. Дослідили та врахували 
вплив компонентів плацебо.

2. Здійснили валідацію методики, вивчили основні 
валідаційні характеристики: специфічність, лінійність, 
LOD, LOQ, прецизійність, правильність, робастність. 
Методика придатна для визначення супровідних домішок 
у цьому ГЛЗ.

3. Визначили склад і нормування ідентифікованих 
домішок у препараті. Встановили нормування вмісту 
неідентифікованих домішок і суми домішок для специ-
фікації ГЛЗ відповідно до вимог ICH Q3D, враховуючи 
дані, що одержали в результаті досліджень із примусової 
деградації та прискореної стабільності.
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