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В статье представлены результаты исследования по разработке методики опре-
деления сопутствующих примесей методом высокоэффективной обращенно-фазовой 
хроматографии в таблетках «Ранолазин-НАН». Подобраны условия пробоподготовки 
образцов таблеток ранолазина, оптимальные условия градиентного режима хромато-
графирования с использованием колонки Zorbax Eclipse Plus C18: элюент А – 0,1% буфер 
триэтиламина с рН 6,0 ± 0,1 (доведено ортофосфорной кислотой) и ацетонитрил в со-
отношении 70:30 об/об и элюент В – ацетонитрил. Установлено влияние рН среды (2,0; 
6,0; 9,0) на эффективность колонки при исследовании испытуемых растворов ранолази-
на и идентифицируемых примесей. Доказана пригодность хроматографической систе-
мы, специфичность методики к неидентифицируемым и идентифицируемым примесям. 
Для методики определения сопутствующих примесей в таблетках «Ранолазин-НАН» 
была подтверждена линейность на всем диапазоне применения методики (от предела 
количественного определения до 125% (от содержания единичной примеси)), правиль-
ность, а также прецизионность на уровне сходимости и внутрилабораторной прецизи-
онности, устойчивость (робастность) методики при небольших изменениях скорости 
потока и температуры колонки.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема эффективного лечения за-
болеваний сердечно-сосудистой систе-
мы выходит на первый план, особенно в 
контексте пандемии Covid-19. Согласно 
официальной статистике, за первые три 
месяца 2020 года среди причин смерти в 
Республике Беларусь лидирующее место 
занимала ишемическая болезнь сердца [1].

Эффективным антиишемическим и 
антиангинальным действием с точки зре-
ния доказательной медицины обладает 
ранолазин. Согласно рекомендациям Ев-
ропейского общества кардиологов (ESC) 
2019 года, ранолазин используют в каче-
стве препарата 2-й линии c классом реко-
мендаций IIа, как препарат 1-й линии в 
комбинации с бета-блокатором или блока-
тором кальциевых каналов (IIb класс ре-

комендаций), с уровнем доказательности 
рекомендаций – В, а также для лечения 
пациентов с низкой частотой сердечных 
сокращений и низким артериальным дав-
лением в качестве терапии первой линии 
(IIb класс рекомендаций) с уровнем дока-
зательности C [2–4].

Отечественный генерический лекар-
ственный препарат, содержащий ранола-
зин, – «Ранолазин-НАН» – разработан в 
рамках Государственной программы по 
развитию импортозамещающих произ-
водств фармацевтических субстанций, го-
товых лекарственных и диагностических 
средств в Республике Беларусь (ГП «Им-
портозамещающая фармпродукция»), про-
изводится государственным предприятием 
«АКАДЕМФАРМ».

В литературных источниках для коли-
чественного определения примесей в суб-
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станции ранолазина и таблетках описано 
использование следующих составов под-
вижных фаз: ацетонитрил – фосфатный 
буфер с рН 7,3 в соотношении 10:90 об/об 
и 55:45 об/об (колонка Acuity UPLC BEH 
RP-18 размером 100x2,1 мм, 1,7 мкм) [5], 
ацетонитрил – 0,02 М фосфатный раствор 
с рН 4,5 в соотношении 10:90 об/об (ко-
лонка ВЭЖХ Inertsil ODS C18 размером 
150x4,6, 3 мкм) [6], метанол – фосфатный 
буфер рН 7,0 в соотношении 35:65 об/об 
(колонка ВЭЖХ Supelcosil C 18 размером 
250х4,6 мм, 5 мкм) [7].

Методика определения примесей в 
субстанции ранолазина не подходит для 
определения примесей ранолазина в та-
блетках «Ранолазин-НАН» из-за меньшей 
специфичности по отношению к плацебо 
в результате мешающего действия вспо-
могательных компонентов, в особенности 
матрицеобразующих (гидроксипропилме-
тилцеллюлозы и сополимера метакрило-
вой кислоты и этилакрилата).

Рассмотренные выше методики ВЭЖХ 
определения примесей в таблетках рано-
лазина с использованием обращенно-фа-
зовой стационарной фазы С18 обладают 
продолжительной пробоподготовкой – бо-
лее 45 минут [6] и общей продолжительно-
стью анализа 60–70 минут [7].

Целью настоящего исследования яв-
ляется разработка и валидация методики 
количественного определения сопутству-
ющих примесей в таблетках «Ранолазин-
НАН».

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалы. Стандартный образец ра-
нолазина (Unichem, Индия), фармацевти-
ческая субстанция ранолазина (Unichem, 
Индия), стандартные образцы примесей: 
примесь А, USP RS; примесь В, USP RS; 
примесь C, USP RS; примесь D, USP RS, 
ацетонитрил для хроматографии Р, триэти-
ламин Р, образцы таблеток лекарственно-
го средства пролонгированного действия 
«Ранолазин-НАН», 500 мг.

Оборудование. Лабораторная цен-
трифуга Biofuge primo, весы электронные 
Radwag AS 220/C/2/N, термошейкер для 
микропробирок Biosan T-100, хроматограф 
жидкостный Agilent 1260, оснащенный 
DAD-детектором с программным обе-
спечением Agilent Chemstation, pH-метр 
Thermo Scientific Orion Star A 111.

Испытуемый раствор. 700,0 мг по-
рошка тщательно растертых в агатовой 
ступке десяти таблеток растворяли в 50 мл  
подвижной фазы А, тщательно переме-
шивали, обрабатывали ультразвуком в те-
чение 15 мин и перемешивали в течение  
10 мин, доводили до объема 100,0 мл этим 
же растворителем. Полученный раствор 
центрифугировали в течение 10 мин (5000 
об/мин), 10,0 мл надосадочной жидкости 
доводили до 25,0 мл подвижной фазой А 
и отфильтровывали через мембранный 
фильтр с размером пор не более 0,45 мкм.

Раствор сравнения. 50,0 мг ранолази-
на растворяли в 30 мл подвижной фазы А и 
доводили этим же растворителем до 50,0 мл.  
1,0 мл полученного раствора доводили 
этим же растворителем до 50,0 мл, 1,0 мл 
полученного раствора доводили этим же 
растворителем до 10,0 мл.

Раствор плацебо. 200,0 мг растерто-
го плацебо растворяли в 50 мл подвижной 
фазы А, тщательно перемешивали, обра-
батывали ультразвуком в течение 15 мин и 
перемешивали в течение 10 мин, доводили 
до объема 100,0 мл этим же растворителем. 
Полученный раствор центрифугировали в 
течение 10 мин (5000 об/мин), 10,0 мл на-
досадочной жидкости доводили до 25,0 мл 
подвижной фазой А и фильтровали через 
мембранный фильтр с размером пор не бо-
лее 0,45 мкм.

Раствор модификатора. К 900 мл 
воды Р добавляли 1,0 мл триэтиламина Р, 
рН полученного раствора доводили до зна-
чения 6,0 ± 0,1 с помощью кислоты фос-
форной Р, объем полученного раствора до-
водили водой Р до 1000,0 мл.

По 20 мкл раствора плацебо, раствора 
сравнения и испытуемого раствора попе-
ременно хроматографировали на жидкост-
ном хроматографе со спектрофотометри-
ческим детектором.

Условия хроматографирования. Ко-
лонка Zorbax Eclipse Plus C18, длиной  
250 мм и внутренним диаметром 4,6 мм, 
заполненная силикагелем октадецилси-
лильным для хроматографии Р с размером 
частиц 5 мкм; подвижная фаза A: раствор 
триэтиламина – ацетонитрил для хрома-
тографии Р (70:30 об/об); подвижная фаза 
В: ацетонитрил для хроматографии Р; ско-
рость подвижной фазы: 1,0 мл/мин; длина 
волны детектора: 225 нм; объем вводи-
мой пробы: 20 мкл; температура колонки:  
25 °С; время интегрирования: 50 мин.
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Содержание любой примеси (иденти-
фицируемой и неидентифицируемой) со-
гласно проекту USP должно быть не более 
0,10%; суммарное содержание примесей 
должно быть не более 1,00%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики. В ходе разра-
ботки пробоподготовки испытуемого рас-
твора с учетом свойств вспомогательных 
веществ в составе таблеток «Ранолазин-
НАН» были изучены следующие условия: 
время обработки ультразвуком (5, 10 и 15 
мин), время перемешивания (5 и 10 мин), 
скорость центрифугирования испытуемо-
го раствора порошка таблеток ранолазина 
(1000 об/мин, 2500 об/мин и 5000 об/мин), 
время центрифугирования (5 и 10 мин). 
Контроль вели визуально по однородности 
раствора во время воздействия ультразву-
ком и перемешивания и по прозрачности 
надосадочной жидкости во время центри-
фугирования. В результате пробоподго-
товки определены оптимальные условия, 
при которых происходит наиболее пол-
ное растворение ранолазина и примесей и 
осаждение мешающих вспомогательных 
компонентов. При обработке ультразвуком 
в течение 15 мин и перемешивании в тече-
ние 10 мин была достигнута достаточная 
однородность раствора. При центрифуги-
ровании в течение 10 мин и скорости вра-
щения центрифуги 5000 об/мин наблюдали 
наиболее чистую надосадочную жидкость.

К особенностям структуры ранолазина 
следует отнести наличие азотсодержащего 
гетероцикла и ароматических колец, обе-
спечивающих гидрофобные взаимодей-
ствия, а также для ранолазина характерно 
положительное значение логарифма коэф-
фициента распределения в двухфазной си-
стеме н-октанол–вода logP (2,83), что тоже 
свидетельствует о склонности к гидрофоб-
ным взаимодействиям [8]. Это явилось 
основанием для выбора в качестве стаци-
онарной фазы хроматографической колон-
ки Zorbax Eclipse Plus C18 c обращенной 
фазой.

Так как ранолазин и его примеси со-
держат похожие функциональные группы 
(амидные, гидроксильные) и другие струк-
турные элементы (ароматические кольца и 
кольцо производного пиперазина, меток-
сифеноксильные фрагменты), это позволи-
ло экспериментально подобрать условия 

градиентного режима. В качестве элюента 
А была применена смесь воды и ацетони-
трила, являющихся полярными раствори-
телями. Выбор ацетонитрила вместо ме-
танола обусловлен его преимуществами 
в отношении растворимости ранолазина, 
пропускания в ближнем ультрафиолето-
вом диапазоне, меньшей полярностью 
согласно элюотропному ряду и меньшей 
токсичностью для оператора. В качестве 
динамического модификатора в воду до-
бавлен триэтиламин, поскольку ранолазин 
и его примеси представляют (за исключе-
нием примеси А) собой азотсодержащие 
основания, которые могут взаимодейство-
вать с примесями металлов в стационар-
ной фазе С18 [8]. В качестве элюента В ис-
пользовали ацетонитрил [9–11].

рН-зависимый характер растворимо-
сти ранолазина (растворимость ранола-
зина значительно ухудшается при возрас-
тании значения рН), особенно ввиду оп-
тимизации пробоподготовки, потребовал 
апробации использования растворов триэ-
тиламина с различными диапазонами рН. 
Эксперимент планировали, ориентируясь 
на способ половинного деления. Такой 
метод позволяет оптимизировать число 
экспериментов. Предварительно установ-
лено, что для обращенно-фазового адсор-
бента С18 неприемлемым является рН бо-
лее 10, так как силикагель при таком зна-
чении рН начинает растворяться. Поэтому 
для эксперимента были выбраны крайние 
рабочие диапазоны рН колонки: 2 и 9. Со-
гласно литературным данным, ранолазин 
обладает двумя константами кислотно-
сти: pKa (Strongest Acidic) – 13,6 и pKa 
(Strongest Basic) – 7,17, что характеризует 
ранолазин как слабое основание [8]. При 
разных значениях рН испытуемого раство-
ра будет преобладать либо ионная, либо 
молекулярная форма ранолазина. Поэтому 
выбраны две крайние точки рН, а также 
среднее значение рН диапазона – 5,5, кото-
рое округлили до 6,0, чтобы быть ближе к 
равновесному значению рН 7, 17. 

Значения рН, равные 2,0 ± 0,1, 6,0 ± 0,1  
и 9,0 ± 0,1, получены подкислением испы-
туемых растворов с помощью фосфорной 
кислоты, при этом соотношения объемов 
ацетонитрила и буфера составили 50:50 
об/об, 60:40 об/об и 70:30 об/об. Нами 
экспериментально установлено, что вы-
бранная колонка обеспечивает наилучшее 
разделение пиков ранолазина и исследу-
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емых примесей в системе, содержащей 
элюент А – 0,1% раствор триэтиламина 
с рН 6,0 и ацетонитрил в объемном соот-
ношении 70:30 и элюент В – ацетонитрил. 
При использовании хроматографической 
системы с другими значениями рН колон-
ка обладала меньшей эффективностью по 
отношению к исследуемым компонентам, 
кроме того, была нарушена симметрия пи-
ков примесей ранолазина.

Нами были предприняты попытки оп-
тимизации хроматографических условий 
с целью уменьшения времени анализа, 
однако сокращение времени градиента 
и состава подвижной фазы приводило к 
ухудшению разрешения между пиками не-
идентифицируемых примесей и пиком ра-
нолазина.

В таблице 1 приведены идентифициру-
емые примеси ранолазина и их структура.

Таблица 1. – Идентифицируемые примеси ранолазина
Название 
примеси Химическое название Формула

Примесь A 2-[(2-метоксифенокси)метил]оксиран

Примесь B N-(2,6-диметилфенил)-2-[4-(2-гидрокси-3-
феноксипропил)пиперазин-1-ил]ацетамид

Примесь C N-(2,6-диметилфенил-2-(пиперазин-1-ил)
ацетамид

Примесь D 2,2-(пиперазин-1,4диил)бис[N-(2,6-
диметилфенил]ацетамид

Ранолазин
(RS)-N-(2,6-диметилфенил)-2-[4-[2-
гидрокси-3-(2-метоксифенокси)пропил]
пиперазин-1-ил]ацетамид

Из литературных источников извест-
но, что примеси A и C, вероятно, являются 
остатками компонентов синтеза ранолази-
на основания по одному из описываемых в 
литературе способов [12].

Таким образом, разработанная мето-
дика определения сопутствующих приме-
сей в таблетках «Ранолазин-НАН» позво-
лила сократить время анализа до 50 мин, 
а время пробоподготовки – до 35 мин. На 
основании полученных результатов пред-
ложена более простая и экономичная хро-
матографическая система при меньшей 
концентрации триэтиламина с получением 
симметричных разделенных пиков ранола-
зина и идентифицируемых примесей.

Валидация методики. Методика 
определения содержания сопутствую-

щих примесей в таблетках «Ранолазин-
НАН» валидирована по основным вали-
дационным характеристикам: испытание 
пригодности хроматографической систе-
мы, специфичность, линейность, пра-
вильность, прецизионность (сходимость, 
внутрилабораторная прецизионность), 
диапазон применения, предел количе-
ственного определения, робастность [13, 
14].

Испытание пригодности хромато-
графической системы. Критериями при-
емлемости для испытания пригодности 
хроматографической системы были сле-
дующие: относительное стандартное от-
клонение (RSD) площади пика ранолазина 
не более 5,0%, эффективность колонки (по 
пику ранолазина) более 2000 теоретиче-
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ских тарелок, коэффициент асимметрии 
для пика ранолазина на хроматограмме рас-
твора сравнения должен находиться в про-
межутке 0,8–2,0. Результаты испытаний 
пригодности хроматографической систе-

мы приведены в таблице 2, а пример хро-
матограммы раствора сравнения ранолази-
на представлен на рисунке 1. 

Пример хроматограммы раствора 
сравнения приведен на рисунке 1.

Таблица 2. – Результаты испытаний пригодности хроматографической системы

Рисунок 1. – Пример хроматограммы раствора сравнения ранолазина

Рисунок 2. – Пример хроматограммы раствора плацебо

Средняя площадь пика 
ранолазина, mAU˟s RSD Эффективность колонки 

(теоретические тарелки)
Коэффициент 
асимметрии

65,318 0,46% Среднее: 40100 Среднее: 1,00

Специфичность. На рисунке 2 пред-
ставлена хроматограмма раствора плаце-
бо, на которой нет пиков, совпадающих по 
времени удерживания с ранолазином и ос-
новными примесями, следовательно, спе-
цифичность к плацебо подтверждена.

В качестве стрессовых испытаний для 
определения специфичности к продуктам 

разложения были выбраны следующие усло-
вия: воздействие 1 М раствором кислоты хло-
ристоводородной, воздействие 1 М раство-
ром натрия гидроксида; воздействие концен-
трированным раствором водорода пероксида; 
воздействие термостатирования при 100 °С. 
Образцы растворов ранолазина подвергали 
стрессовым испытаниям в течение 1 часа.
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Доказательством специфичности ме-
тодики определения неидентифицируе-
мых примесей ранолазина является превы-
шение спектральной чистоты основного 
пика при всех видах воздействия значения 
порога чистоты (Threshold) – 990 (согласно 
инструкции, на программное обеспечение 
«Agilent ChemStation»).

На хроматограммах раствора ранола-
зина после кислотного и щелочного гидро-
лиза, термического воздействия и окисле-
ния (рисунки 3–6) минимальное разреше-
ние между пиком ранолазина и соседним 
пиком более 1,5, что свидетельствует о 

полном разделении пиков, а также соот-
ветствует разработанным нами критериям.

На хроматограмме основных иденти-
фицируемых примесей и ранолазина (ри-
сунок 7) минимальное разрешение между 
пиком ранолазина и соседними пиками 
более 2,0. Относительные времена удер-
живания идентифицированных примесей 
ранолазина (ti-примеси/t-ранолазина):  
А – 0,79, В – 1,16, С – 0,15, D – 1,37.

Установили, что данная методика ис-
пытания является специфичной по отно-
шению к идентифицируемым и неиденти-
фицируемым примесям ранолазина.

Рисунок 4. – Пример хроматограммы раствора продуктов щелочного гидролиза 
испытуемого раствора ранолазина

Рисунок 3. – Пример хроматограммы раствора продуктов кислотного гидролиза 
испытуемого раствора ранолазина
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Рисунок 5. – Пример хроматограммы продуктов окисления испытуемого 
раствора ранолазина

Рисунок 6. – Пример хроматограммы испытуемого раствора ранолазина после 
термического воздействия

Рисунок 7. – Пример хроматограммы смеси идентифицируемых примесей
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Определение предела количествен-
ного определения. Для определения пре-
дела количественного определения (ПКО) 
готовили растворы с низкой концентраци-
ей ранолазина и идентифицируемых при-

месей и, исходя из соотношения сигнал/
шум базовой линии, определяли ПКО. В 
таблице 3 приведены результаты испыта-
ний определения ПКО ранолазина и каж-
дой из идентифицируемых примесей.

Таблица 3. – Результаты испытаний предела количественного определения для 
ранолазина и примесей

Таблица 4. – Результаты испытаний линейности для ранолазина и идентифицированных 
примесей

Концентрация, % 
от предельного 

содержания примеси

Среднее соотношение сигнал/шум
Ранолазин Примесь А Примесь B Примесь C Примесь D

2,5 5,4 9,7 4,9 - 8,4
5 11,9 19,9 10,05 5,3 17,1

10 - - - 8,4 -
15 - - - 11,03 -

Исходя из результатов полученных со-
отношений сигнал/шум (более 10) [16], 
для данной методики определения содер-
жания сопутствующих примесей в таблет-
ках «Ранолазин-НАН» ПКО составил 5,0% 
для ранолазина (неидентифицируемых 
примесей) и примесей А, B, D, и 15,0% – 
для примеси С.

Линейность. Для определения содер-
жания единичных неидентифицируемых 
примесей линейность оценивали путем 
построения графика зависимости пло-
щади пика от концентрации ранолазина 
в растворе на всем диапазоне примене-

ния (5–125%). Линейность методики для 
единичных идентифицированных приме-
сей (A, B, C, D) оценивали по растворам 
соответствующих идентифицированных 
примесей на соответствующих диапазо-
нах применения методики (ПКО – 125%). 
На рисунке 8 представлены хроматограм-
мы растворов ранолазина, полученные 
для определения линейности в диапазоне 
5–125%.

В таблице 4 представлены результаты 
испытаний линейности для растворов ра-
нолазина и примесей в диапазоне от ПКО 
до 125 % от предельного значения для еди-

Концентрация, % 
от предельного 

содержания 
идентифицируемой 

примеси и ранолазина

Средняя площадь пика, mAU˟s

Ранолазин Примесь А Примесь В Примесь С Примесь D

5 3,0 7,5 3,2 - 3,8
10 6,7 12,5 6,6 - 7,6
15 10,2 19,2 10,0 9,1 11,9
20 13,6 26,1 13,4 13,0 15,4
40 26,5 52,3 26,5 25,0 30,9
50 32,8 65,2 33,0 31,0 38,8
80 48,0 97,4 50,0 46,0 58,5
100 63,8 126,6 66,9 61,0 77,2
125 80,3 161,4 83,1 78,0 95,6

Уравнения линейной 
зависимости y=bx+a

y = 31,915x 
+ 0,5252

y = 52,493x + 
0,5152

y = 24,335x - 
0,0764

у = 32,798x + 
0,1524

y = 31,484x + 
0,1871

Коэффициент 
корреляции 0,9999 0,9998 1,0 0,9997 0,9999

Сравнение 0,5640 1,2655 0,2246 1,0945 0,4968
Примечание: * – модуль свободного члена а; ∆а – доверительный интервал свободного члена а.
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ничной неидентифицируемой или иденти-
фицируемой примеси, а также уравнения 
линейной зависимости между различными 
концентрациями растворов ранолазина/
идентифицируемых примесей и площадя-
ми пиков.

Линейность методики определения 
сопутствующих примесей в таблетках 
«Ранолазин-НАН» в пределах исследуе-
мого диапазона применения подтверждена 
высокими значениями коэффициента кор-
реляции (> 0,99), а также тем, что свобод-
ный член «а» статистически незначимо от-
личается от нуля (таблица 4).

При количественном определении при-
месей относительно ранолазина в расче-
тах необходимо учитывать относительный 
фактор отклика детектора Fi, который вы-
числили для каждой идентифицированной 
примеси. Все полученные данные сведены 
в таблицу 5, из которой следует, что фак-
тор отклика следует учитывать только для 
примесей A и B, так как чувствительность 
детектора к этим примесям отличается от 
чувствительности детектора к ранолази-
ну (значение фактора отклика Fi выходит 
за установленный допустимый диапазон  
0,8–1,2) [13, 14].

Таблица 5. – Результаты испытаний при определении фактора отклика детектора 
для ранолазина и примесей

Показатель Ранолазин Примесь А Примесь В Примесь С Примесь D
Фактор отклика Fi 1,0 0,61 1,31 0,97 1,01

Правильность. Правильность мето-
дики определения сопутствующих приме-
сей в таблетках «Ранолазин-НАН» изуча-
ли на двенадцати образцах (4 модельных 
смеси с содержанием примесей на уровне 
ПКО (5%/15%), 50%, 100% и 125% от пре-
дельного содержания и по три повтора для 
каждой смеси). Расчет проводили мето-
дом внешнего стандарта с использованием 
стандартного раствора ранолазина [10, 11]. 
В таблице 6 представлены данные стати-
стической обработки результатов опреде-
ления правильности для примесей A, B, C, 
D и ранолазина с критериями приемлемо-
сти и выводами о соответствии.

Систематическую составляющую не-
определенности (δ) можно характеризовать 
отличием среднего значения степени из-
влечения (Zср) от 100%. Систематическая 
погрешность статистически неотличима от 
нуля, если отклонение Zср от нуля не пре-
вышает свой доверительный интервал. Для 
всех модельных смесей идентифицирован-
ных примесей A, B, C, D средние значения 
степеней извлечения не выходят за рамки 
установленного диапазона (Z от 85% до 
115%), t-критерий Стьюдента меньше рас-
четного и систематическая погрешность 
статистически неотличима от нуля, что 
удовлетворяет установленному критерию 
приемлемости. Правильность методики 
определения сопутствующих примесей в 
таблетках «Ранолазин-НАН» подтверждена.

Сходимость. Сходимость методики 
определения сопутствующих примесей в 
таблетках «Ранолазин-НАН» определяли 

по образцам с добавкой каждой из иденти-
фицируемых примесей в унифицирован-
ном количестве (по 0,5 мл в каждую из 6 
проб каждой примеси). Данные наблюде-
ний и результаты статистической обработ-
ки приведены в таблице 7.

Относительное стандартное отклоне-
ние средних значений содержаний при-
месей в таблетках «Ранолазин-НАН» не 
превышает 5,0%, что подтверждает сходи-
мость результатов.

Внутрилабораторная прецизион-
ность. Внутрилабораторная прецизион-
ность методики определения сопутствую-
щих примесей в таблетках ЛС «Ранолазин-
НАН» проводилась разными аналитиками 
в разные дни на разных приборах. Данные 
статистической обработки результатов 
представлены в таблице 8.

Согласно таблице 8 и критериям Фи-
шера и Стьюдента, различие дисперсий S1

2 
и S2

2 , а также средних значений содержа-
ния примесей х1 и х2 двух выборок испыту-
емых образцов растворов примесей A, B, 
C, D – незначимо.

Таким образом, подтвердили внутри-
лабораторную прецизионность методики 
определения сопутствующих примесей в 
таблетках «Ранолазин-НАН».

Устойчивость (робастность) мето-
дики. Для оценки устойчивости методики 
определения сопутствующих примесей в 
таблетках «Ранолазин-НАН» изменяли два 
параметра: температуру колонки и скорость 
потока. Результаты статистической обра-
ботки данных представлены в таблице 9.
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Так как относительное стандартное от-
клонение (RSD) площади пика ранолазина 
составило не более 5,0%, эффективность 
колонки не менее 2000 теоретических та-
релок, коэффициент асимметрии для пика 
ранолазина на хроматограмме раствора 
сравнения находился в диапазоне 0,8–2,0, 

методика определения сопутствующих 
примесей в таблетках ЛС «Ранолазин-
НАН» устойчива к небольшим изменениям 
температуры колонки и скорости потока.

Определение диапазона примене-
ния. Исходя из данных, полученных по 
результатам исследованных тестов, дан-

Таблица 6. – Данные статистической обработки результатов испытаний правильности 
для ранолазина и примесей

Рассчитанные значения Критерий приемлемости Соответствие критериям
Ранолазин

Δz/√n=2,444; δ =0,905 Соответствует 

tрасч = 0,808 tрасч = < tтабл(0,95;11)=2,201 Соответствует
Z= 100,91% Z от 85 до 115% Соответствует

Примесь A

Δz/√n=2,046; δ =1,165 Соответствует 

tрасч = 1,269 tрасч = < tтабл(0,95;11)=2,201 Соответствует

Z= 98,83 % Z от 85 до 115% Соответствует
Примесь B

Δz/√n=3,205;δ =0,073 Соответствует 

tрасч = 0,05 tрасч = < tтабл(0,95;11)=2,201 Соответствует
Z= 99,93% Z от 85 до 115% Соответствует

Примесь C

Δz/√n= 1,785; δ =0,390 Соответствует 

tрасч = 0,483 tрасч = < tтабл(0,95;11)=2,201 Соответствует
Z= 99,61% Z от 85 до 115% Соответствует

Примесь D

Δz/√n=1,649; δ =0,036 Соответствует 

tрасч = 0,048 tрасч = < tтабл(0,95;11)=2,201 Соответствует
Z= 100,04% Z от 85 до 115% Соответствует

Таблица 7. – Результаты испытаний образцов таблеток «Ранолазин-НАН» с добавками 
примесей по тесту «Сходимость»

Примесь Содержание индивидуальной примеси, % Среднее RSD, %1 2 3 4 5 6
A 0,122 0,122 0,122 0,122 0,121 0,124 0,122 0,65
B 0,146 0,147 0,147 0,144 0,144 0,145 0,145 0,99
C 0,076 0,074 0,074 0,074 0,075 0,075 0,075 1,24
D 0,138 0,135 0,139 0,134 0,134 0,140 0,137 2,05
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Таблица 8. – Результаты внутрилабораторной воспроизводимости методики 
определения примесей в таблетках «Ранолазин-НАН»

Условия испытаний Среднее содержание примеси ( ), % Дисперсия (S2
i)

Содержание примеси А, %
Аналитик 1 0,122 6,37˟10-7

Аналитик 2 0,121 2,65˟10-6

Sбол.
2/Sмен.

2 = 4,16 < Fтабл (P;f1;f2) = 5,05
tрасч = 1,54 < tтабл (0,95;10)=2,23

Содержание примеси В, %
Аналитик 1 0,145 2,08˟10-6

Аналитик 2 0,148 6,41˟10-6

Sбол.
2/Sмен.

2 = 3,09 < Fтабл (P;f1;f2) = 5,05
tрасч = 1,84 < tтабл (0,95;10)=2,23

Содержание примеси С, %
Аналитик 1 0,075 8,56˟10-7

Аналитик 2 0,074 5,38˟10-7

Sбол.
2/Sмен.

2 = 1,59 < Fтабл (P;f1;f2) = 5,05
tрасч = 1,96 < tтабл (0,95;10)=2,23

Содержание примеси D, %
Аналитик 1 0,137 7,86˟10-6

Аналитик 2 0,136 8,02˟10-6

Sбол.
2/Sмен.

2 = 1,02 < Fтабл (P;f1;f2) = 5,05

tрасч = 0,22 < tтабл (0,95;10)=2,23

Таблица 9. – Результаты испытания устойчивости аналитической методики определения 
сопутствующих примесей в таблетках «Ранолазин-НАН»

Параметр Значение 
параметра

Средняя площадь 
пика ранолазина, 

mAU˟s
RSD, %

Эффективность 
колонки

Коэффициент 
асимметрии

Среднее значение
Температура 
колонки, °С

23 67,6 0,58 34784 1,04 
27 68,25 0,46 38955 1,02 

Без изменений 25 /1,0 68,02 0,59 37470 1,03
Скорость потока, 
мл/мин

1,1 61,6 0,67 32981 1,03
0,9 75,41 0,26 39342 1,04

ная методика определения содержания 
сопутствующих примесей в таблетках 
«Ранолазин-НАН» применима в диапазо-
не 0,005% – 0,125% для неидентифициру-
емых примесей и примесей А, B, D и в 
диапазоне от 0,015% до 0,125% для при-
меси С.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана методика определения со-
путствующих примесей в таблетках ЛС 
«Ранолазин-НАН». Валидация методики 
определения сопутствующих примесей в 

таблетках лекарственного средства про-
лонгированного действия «Ранолазин-
НАН» выполнена в соответствии с ана-
литическими характеристиками метода: 
испытание пригодности хроматографиче-
ской системы, специфичность, правиль-
ность, прецизионность (сходимость, вну-
трилабораторная прецизионность), предел 
количественного определения, линей-
ность, робастность, диапазон применения. 
По валидационным характеристикам раз-
работанная методика соответствует тре-
бованиям Государственной фармакопеи 
Республики Беларусь.
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SUMMARY

V. B. Klimashevich, E. V. Kokusev, 
V. V. Gudovich, O. A. Kazyuchits, 

A. I. Zhebentyaev
DEVELOPMENT AND VALIDATION 

OF THE PROCEDURE 
FOR QUANTITATIVE DETERMINATION 

OF IMPURITIES IN TABLETS 
“RANOLAZIN-NAN”

The article presents the results of the re-
search on the development of the procedure 
for determining related impurities by high-
performance reversed-phase chromatography 
in the tablets “Ranolazin-NAN”. The condi-
tions for samples preparation of ranolazine 
tablets, optimal conditions for the gradient 
mode of chromatography were selected using 
Zorbax Eclipse Plus C18 column: eluent A – 
0,1% triethylamine buffer with pH 6,0 ± 0,1  
(diluted with orthophosphoric acid) and ace-
tonitrile in a ratio 70:30 v / v and eluent B –  
acetonitrile. The effect of pH medium (2,0,  
6,0 and 9,0) on the efficiency of the column 
while studying the solutions of ranolazine 
and identified impurities was established. The 
suitability of the chromatographic system was 
proven and the specificity of the method for 
determining unidentified and identified impu-
rities was proven. Linearity in the entire range 
of the procedure usage (from the quantitation 
limit to 125% (of the content of a single im-
purity)), correctness as well as precision at 
the level of reproductivity and intermediate 
precision, and the stability (robustness) of the 
method with small changes in the flow rate 
and column temperature were proven for the 
procedure of related impurities determination 
in Ranolazin-NAN tablets.

Keywords: ranolazine, high perfor-
mance chromatography, validation, suitabil-
ity of the chromatographic system, specific-
ity, acceptance criterion, chromatographic 
conditions.
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