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Використання методу високоефективної рідинної хроматографії 
для кількісної оцінки L-аргініну у комбінованих таблетках
Розроблено методику кількісного визначення L-аргініну у комбінованому лікарському засобі «Кораргін», таблетки, 
вкриті оболонкою, з використанням методу високоефективної рідинної хроматографії. Проведено валідацію 
розробленої методики. Оцінено специфічність методики щодо впливу розчинника, плацебо і другої діючої речовини 
лікарської форми — рибоксину. Вивчено валідаційні характеристики, такі як специфічність, лінійність, прецизійність 
(збіжність), правильність, діапазон застосування та внутрішньолабораторна прецизійність. Доведено можливість 
застосування методики під час контролю якості лікарського засобу. Розроблену методику включено до методів 
контролю якості препарату «Кораргін», таблетки, вкриті оболонкою, виробництва ПрАТ «Технолог», м. Умань, 
Україна.
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Вступ

Згідно зі статистичними даними ВОЗ, захво-
рювання серцево-судинної системи є основною 
причиною смертності в усьому світі. Україна 
посідає одне з перших місць у цій статистиці. 
Рибоксин та L-аргінін широко використову-
ються у медичній практиці для лікування та-
ких захворювань серця, як ішемічна хвороба, 
інфаркт міокарда, кардіоміопатія, порушення 
ритму серця, а також для лікування захворю-
вань печінки (гепатити, цироз та ін.) [1].

Комбінація L-аргініну та рибоксину позитив-
но впливає на ендотиліальну функцію мікросу-
динного русла вже через 6 годин [2] та має ви-
ражені вазодилатуючі властивості. Комбінація 
двох складових позитивно впливає на кардіо- і 
системну гемодинаміку: поліпшує скоротливу 
здатність міокарда, покращує коронарний кро-
вообіг, сприяє зниженню артеріального тиску, 
зокрема в літньому віці [3, 4]. Прийом рибокси-
ну у комбінації з L-аргініном супроводжується 
підвищенням вмісту оксиду азоту (NO) в крові, 
що призводить до посилення антигіпоксичних 
та антиоксидантних властивостей і нормалізує 
структуру та метаболізм міокарда при/у разі 
гіпоксії та кардіоміопатії [5, 6].

Комбіновані препарати мають ряд суттєвих 
переваг перед монопрепаратами, але з аналітич-
ного погляду виникають складнощі з розробкою 
методик контролю якості кожного з активних 
фармацевтичних інгредієнтів.

Отже, розробка та валідація методики ви-
значення L-аргініну у таблетках з рибоксином 
є актуальною.

У літературі зустрічаються публікації що-
до кількісного визначення L-аргініну в ком-
бінованих лікарських засобах з мілдронатом, 
L-гістидином та L-лізином [7–9] та у біологіч-
них матрицях [10–12] методом високоефек-

тивної рідинної хроматографії (ВЕРХ) з мас-
спектрометричним детектуванням.

Метою роботи є розробка та валідація мето-
дики кількісного визначення L-аргініну методом 
ВЕРХ у присутності рибоксину в комбінованих 
таблетках «Кораргін», а також її валідація від-
повідно до вимог ДФУ до лікарських препара-
тів у формі таблеток [13].

Результати досліджень і їх обговорення

Об’єктом досліджень є таблетки «Кораргін», 
вкриті оболонкою (діючі речовини: рибоксин 
100 мг, L-аргініну гідрохлорид в еквіваленті 
L-аргініну 100 мг, допоміжні речовини: лактози 
моногідрат, крохмаль картопляний, повідон 25, 
кремнію діоксид колоїдний безводний, магнію 
стеарат, гіпромелоза (гідроксипропілметилце-
люлоза), титану діоксид (Е 171), тальк, полісор-
бат 80, поліетиленгліколь 6000 (макрогол 6000), 
індигокармін (Е 132), хіноліновий жовтий (Е 104)). 
Як стандарт використовували фармакопейний 
стандартний зразок аргініну гідрохлориду, се-
рія 1 від 15.01.2012 (ФСЗ ДФУ). Аналітичні дослі-
дження проводили методом ВЕРХ на хромато-
графі Agilent 1200 фірми «Agilent Technologies» 
(Німеччина) з використанням ваг лабораторних 
електронних OHAUS AP 250D фірми «Ohaus 
Corporation» (США), мірного посуду класу А та 
реактивів, які відповідають вимогам ДФУ.

За описом досліджувані таблетки — вкриті 
оболонкою, від світло-зеленого до зеленого ко-
льору, з двоопуклою поверхнею.

Кількісний вміст рибоксину у препараті 
«Кораргін», таблетки, вкриті оболонкою, ви-
значали за такою ж методикою, як і у моно-
препараті «Рибоксин», таблетки, вриті обо-
лонкою [14]. Під час вивчення специфічності 
було підтверджено відсутність впливу плацебо 
та L-аргініну на кількісне визначення рибокси-
ну [15]. Для кількісного визначення L-аргініну 
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у таблетках запропоновано використовувати 
метод рідинної хроматографії. Для визначення 
вмісту L-аргініну у випробовуваному розчині 
використовували як розчин порівняння роз-
чин стандартного зразка L-аргініну. Оскільки, 
відповідно до вимог ДФУ, методика кількісного 
визначення має бути валідована, нами були до-
сліджені основні валідаційні характеристики: 
специфічність, лінійність, прецизійність (збіж-
ність), правильність та діапазон застосування.

Допуски вмісту (В) L-аргініну в готовій лі-
карській формі на момент випуску становлять 
± 7.5 %, тому під час проведення валідації крите-
ріями оцінки цієї методики були параметри для 
В = 7.5 %, тобто максимальна невизначеність 
аналізу (ΔAs) має бути не більше 2.4 % [16, 17].

Валідації піддавали методику, що описана 
нижче.

Випробовуваний розчин. 20 таблеток помі-
щають у мірну колбу місткістю 1000 мл, дода-
ють 250.0 мл 0.1 М розчину кислоти хлористо-
водневої, витримують на ультразвуковій бані 
до повного розпадання таблеток, інтенсив-
но струшують протягом 5 хв, доводять об’єм 
розчину водою Р до позначки, перемішують і 
фільтрують крізь мембранний фільтр з розмі-
ром пор не більше 0.5 мкм, відкидаючи перші 
10 мл фільтрату. 1.0 мл отриманого фільтрату 
поміщають у мірну колбу місткістю 50 мл, до-
дають 10.0 мл розчину 0.01 М натрію тетрабо-
рату, 0.4 мл розчину динітрофторбензолу, пе-
ремішують та витримують на водяній бані за 
температури від 80 °С до 85 °С протягом 45 хв. 
Розчин охолоджують до кімнатної температу-
ри, доводять об’єм розчину рухомою фазою до 
позначки і перемішують.

Розчин порівняння. Точну наважку 130.0 мг 
стандартного зразка (СЗ) аргініну гідрохлориду 
(ФСЗ ДФУ) поміщають у мірну колбу місткістю 
50 мл, розчиняють у 30.0 мл 0.1 М розчину кис-
лоти хлористоводневої, доводять об’єм розчи-
ну водою Р до позначки і перемішують. 1.0 мл 
отриманого розчину поміщають у мірну колбу 
місткістю 50 мл, додають 10.0 мл 0.01 М розчину 
натрію тетраборату, 0.4 мл розчину динітроф-
торбензолу, перемішують та витримують на во-
дяній бані за температури від 80 °С до 85 °С про-
тягом 45 хв. Розчин охолоджують до кімнатної 
температури, доводять об’єм розчину рухомою 
фазою до позначки і перемішують.

Хроматографування проводять в описаних 
нижче умовах:
— колонка розміром 150 × 4.6 мм, заповнена 

сорбентом Hypersil ODS з розміром частинок 
5 мкм, або аналогічна, для якої виконуються 
вимоги тесту «Придатність хроматографічної 
системи»;

— швидкість рухомої фази — 1.0 мл/хв;
— детектування за довжини хвилі 360 нм;
— температура колонки — 40 °С.

По 10 мкл випробовуваного розчину та роз-
чину порівняння хроматографують на рідин-
ному хроматографі зі спектрофотометричним 
детектором, отримуючи не менше трьох хрома-
тограм для кожного з розчинів.

На хроматограмі випробовуваного розчину 
та розчину порівняння присутні два основних 
піки з відносними часами утримування: реагент 
(динітрофторбензол) — 1.00, динітробензольне 
похідне аргініну — близько 2.07.

Вміст L-аргініну в одній таблетці, у мілігра-
мах, обчислюють за формулою:
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де S — середнє значення площ піків дині-
тробензольного похідного аргініну, 
обчислене з хроматограм випробо-
вуваного розчину;

S0 — середнє значення площ піків дині-
тробензольного похідного аргініну, 
обчислене з хроматограм розчину 
порівняння;

m0 — маса наважки СЗ аргініну гідро-
хлориду, у міліграмах;

0.827 — коефіцієнт перерахунку аргініну 
гідрохлориду на аргінін;

Р — вміст аргініну гідрохлориду у СЗ ар-
гініну гідрохлориду, у відсотках;

20 — кількість таблеток, що використо-
вується для приготування випро-
бовуваного розчину.

Перевірка придатності хроматографічної 
системи:

Хроматографічна система вважається при-
датною, якщо виконуються такі умови:
— коефіцієнт розділення піків реагенту та 

динітробензольного похідного аргініну має 
бути не менше 2.0;

— ефективність хроматографічної колонки, 
розрахована за піком динітробензольного 
похідного аргініну, має бути не менше 2000 те-
оретичних тарілок;

— відносне стандартне відхилення, розраховане 
з площ піків динітробензольного похідного 
аргініну з хроматограм розчину порівняння, 
має бути не більше 1.0 %;

— коефіцієнт симетрії піка, розрахований з 
площ піків динітробензольного похідного 
аргініну з хроматограм розчину порівняння, 
має бути не більше 1.7.
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Приготування рухомої фази. Суміш 0.01 М 
розчину амонію ацетату рН 6.0 та ацетонітри-
лу Р у співвідношенні 85:15, дегазована будь-
яким підхожим способом.

Приготування 0.01 М розчину амонію ацета-
ту рН 6.0. 0.80 г амонію ацетату Р поміщають 
у мірну колбу місткістю 1000 мл, розчиняють у 
200 мл води Р, доводять об’єм розчину водою Р 
до позначки та перемішують. Доводять рН до 
6.0 потенціометрично (ДФУ, 2.2.3) за допомо-
гою кислоти оцтової безводної Р.

Специфічність методики підтверджується 
відсутністю впливу допоміжних речовин, що 
відображають хроматограми:
— хроматограма розчину плацебо (Рис. 1);
— хроматограма розчину динітрофторбензолу 

(Рис. 2);
— хроматограма розчину порівняння (Рис. 3);
— хроматограма випробовуваного розчину 

(Рис. 4).
Придатність хроматографічної системи ви-

конується, оскільки піки реагенту та динітро-
бензольного похідного аргініну повністю роз-
діляються (Рис. 5).

Лінійність, збіжність, правильність і діапа-
зон застосування методики визначали на мо-
дельних сумішах з відомим вмістом L-аргініну 
в межах від 80 % до 120 % відносно максималь-
но допустимого значення. Розчин порівняння 
та модельні розчини готувалися за однією ме-
тодикою, фактичні величини Хі знаходили зі 
співвідношення Х = Sі/Sst × 100 %. Значення Хі 
дорівнювали відношенню фактичних наважок 
СЗ аргініну гідрохлориду, які взяли для приготу-
вання модельного розчину і розчину порівнян-
ня. Робоча концентрація випробовуваного роз-
чину і розчину порівняння становить близько 
40 мкг/мл. Встановлено лінійність залежності 
площ піків розчинів від концентрації в області 
приблизно від 32.0 мкг/мл до 48.0 мкг/мл. На 
Рис. 6 наведено лінійну залежність площі піка 
від концентрації динітробензольного похідного 
аргініну в нормалізованих координатах.

Методом найменших квадратів проведено 
розрахунок параметрів лінійної залежності 
Yi = b × Xi + a для аргініну (Табл. 1).

Як видно з Табл. 1, виконуються всі вимоги 
до параметрів лінійної залежності, тобто ліній-
ність методики кількісного визначення аргіні-

Рисунок 1
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ну підтверджується у всьому діапазоні концен-
трацій (80-120 %). Високе значення коефіцієнта 
кореляції для аргініну r = 0.9996 задовольняє 
вимоги критерію прийнятності (r = 0.9957) і під-
тверджує лінійність між введеною і знайденою 
кількістю досліджуваної речовини (Табл. 2).

Для аргініну методика аналізу характери-
зується достатньою прецизійністю (збіжніс-
тю), оскільки знайдене значення відносного 
довірчого інтервалу величини Z (0.7296) менше 
критичного значення для збіжності результа-
тів (2.4 %) (Табл. 2).

Виконується критерій незначущості сис-
тематичної похибки методики: систематична 
похибка методики (0.67) є практично незначу-
щою, тобто методика аналізу характеризуєть-
ся достатньою правильністю в усьому діапазоні 
концентрацій від 80 % до 120 % (Табл. 2).

Дослідження внутрішньолабораторної пре-
цизійності проводили на 5 пробах однієї серії 
препарату різними аналітиками в різні дні (три 
дні) з використанням різного мірного посуду 
шляхом оцінки значення відносного довірчо-
го інтервалу, яке має бути менше максимально 

Рисунок 2
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Хроматограма розчину динітрофторбензолу

Таблиця 1

Метрологічні характеристики лінійної залежності для аргініну

Величина Значення
Критерій 

(для допусків 92.5–107.5 %), g = 9
Висновок

b 1.0112 — —
Sb 0.0112 — —

a 0.5679
1) ≤ 1.8946 × Sa = 2.1320, 

2) якщо не виконується 1), то ≤ 3.8
Відповідає

Sa 1.1253 — —
Sr 0.4378 ≥ 1.27 —
r 0.9996 ≥ 0.9957 Відповідає
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допустимої невизначеності результатів аналізу: 
ΔZ  ≤ 2.4 (за В = 7.5 %).

Внутрішньолабораторна прецизійність ре-
зультатів аналізу підтверджена тим, що вели-
чина відносного довірчого інтервалу для п’яти 
паралельних визначень однієї серії препарату 
(ΔZ  = 0.20 %) задовольняє критерій прийнят-
ності (≤ 2.4 %) (Табл. 3).

Вимоги щодо прогнозованої невизначеності 
пробопідготовки (ΔSp) легко регулюються пра-
вильним вибором розведень та наважок, які 
використовуються під час аналізу. Отже, було 
підібрано раціональну схему пробопідготовки 
(Табл. 4).

Прогнозована повна невизначеність резуль-
татів аналізу не має перевищувати максималь-
но допустиму невизначеність результатів ана-
лізу для допусків вмісту ± 7.5 % та становить 
max ΔAs ≤ 2.4 %.

Рисунок 3
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Розрахунок ΔAs (%) проводили з урахуван-
ням невизначеності пробопідготовки та неви-
значеності кінцевої аналітичної операції (ви-
мірювання):

2 2,% 0.43 0.7 1.14 % 2.4 %.As AsmeopΔ = + = ≤ Δ =

Отже, повна прогнозована невизначеність 
результатів для тесту «Кількісне визначення 
L-аргініну» не перевищує критичне значення 
ΔAsтеор = 2.4 %, тобто методика буде давати ко-
ректні результати в інших лабораторіях.

Висновки

1. Розроблено методику кількісного визна-
чення L-аргініну методом високоефективної 
рідинної хроматографії.

2. Проведено валідацію методики кількісного 
визначення L-аргініну з використанням крите-
ріїв прийнятності для допусків вмісту ± 7.5 %, 
яка підтверджує специфічність, лінійність, пре-
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Таблиця 2

Результати аналізу модельних сумішей і їх статистична обробка для кількісного визначення аргініну

№ модельного 

розчину

Наважка 

ФСЗ аргініну 

гідрохлорду, мг

mst = 130.3 мг

Введено, у % до 

концентрації 

розчину 

порівняння 

(Хі = Сі/Сst, %)

Середні 

значення 

площі піка (Sі) 

(Sst = 2657.66)

Знайдено, у % 

до концентрації 

розчину 

порівняння

(Yі= Sі/Sst, %)

Знайдено, у % до 

введеного

Zi = 100 × (Yi/Хi), %

1 103.3 79.28 2112.60 79.49 100.26
2 110.5 84.80 2269.26 85.39 100.70
3 117.7 90.33 2441.47 91.11 100.86
4 123.4 94.70 2541.88 95.64 100.99
5 130.1 99.85 2667.17 100.36 100.51
6 136.5 104.76 2789.92 104.98 100.21
7 143.3 109.98 2936.10 110.48 100.45
8 149.5 114.74 3094.00 116.42 101.46
9 156.8 120.34 3215.80 121.00 100.55

середнє, Z  % 100.67
Відносне стандартне відхилення, RSDz, % 

 

( )2
100(%)

1
i i

Z

Z Z
RSD

n Z
−

= ×
−

∑ 0.3924

Відносний довірчий інтервал, 
Δz(%) = t(95, n – 1) × RSDz = 1.860 × RSDz , %

0.7296

Критичне значення для збіжності результатів ΔAs, %
(гранична невизначеність)

2.4

Систематична похибка δ = |Z – 100| 0.67
Критерій незначущості систематичної похибки

0.7296% 0.243
3 3

Z Z

n
Δ Δδ = = = =

(0.243 ≥ 0.67); якщо не виконується 1),
то Δ ≤ Δz (0.67 ≤ 0.7296) Не виконується

Виконується
Загальний висновок про точність методики Коректна

Таблиця 3

Результати перевірки внутрішньолабораторної прецизійності

№ розчину
Величина Zi, %

1-й дослід 2-й дослід 3-й дослід

1 101.21 100.47 100.83
2 100.58 100.61 100.56
3 100.67 100.32 100.27
4 100.94 100.69 100.58
5 100.33 100.92 100.62

Середнє Z (%),
 

1(%)
5 iZ Z= ∑ 100.75 100.60 100.57

Об’єднане середнє 100.64
Відносне стандартне відхилення, RSDZ (%), 

( )2
100(%)

15
i i

Z

Z Z
RSD

Z
−

= ×∑ 0.25

Відносний довірчий інтервал,
 

(95 %,14)
5
Z

Z
RSDtΔ = × 1.76 × 0.25/√5 = 0.20 ≤ 2.4

Критичне значення збіжності результатів ΔAs, % 2.4
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Рисунок 4
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Таблиця 4

Розрахунок невизначеності пробопідготовки розчину порівняння та досліджуваного розчину

Ч. ч. Операції пробопідготовки Невизначеність

Розчин порівняння
1. Взяття наважки стандарту (0.2 мг / 130 мг) × 100 % = 0.15 %
2. Доведення до об’єму в мірній колбі на 50 мл 0.17 %
3. Взяття аліквоти піпеткою 1 мл 0.61 %
4. Доведення до об’єму в мірній колбі на 50 мл 0.17 %

Випробовуваний розчин
6. Доведення до об’єму в мірній колбі на 1000 мл 0.05 %
7. Взяття аліквоти піпеткою 1 мл 0.61 %
8. Доведення до об’єму в мірній колбі на 50 мл 0.17 %

2 2 2 2 2 2 20.15 0.17 0.61 0.17 0.05 0.61 0.17 0.43 %SPΔ = + + + + + + =
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Рисунок 5
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Рисунок 6
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цизійність (збіжність), правильність, діапазон 
застосування та внутрішньолабораторну пре-
цизійність запропонованої методики.
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Использование метода высокоэффективной 

жидкостной хроматографии для количественной 

оценки L-аргинина в комбинированных таблетках

Разработана методика количественного определения 
L-аргинина в комбинированном лекарственном средстве 
«Кораргин», таблетки, покрытые оболочкой, с использо-
ванием метода высокоэффективной жидкостной хромато-
графии. Проведена валидация разработанной методики. 
Оценена специфичность методики: влияние растворителя, 
плацебо и второго действующего вещества лекарственной 
формы — рибоксина. Изучены валидационные характери-
стики, такие как специфичность, линейность, прецизион-
ность (сходимость), правильность, диапазон применения и 
внутрилабораторная прецизионность. Доказана возмож-
ность применения методики при контроле качества лекар-
ственного средства. Разработанная методика включена в 
методы контроля качества препарата «Кораргин», таблет-
ки, покрытые оболочкой, производства ЗАО «Технолог», 
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The use of high-performance liquid chromatography for 

the quantitative evaluation of L-arginine in combination 

tablets

An analytical procedure for the quantitative determination 
of L-arginine in the dosage form of Corargin, coated tablets, by 
high-performance liquid chromatography with UV-visible de-
tection was developed and validated. Chromatographic analyses 
were performed on a Hypersil ODS (150 × 4.6 mm) column with 
a mobile phase of acetonitrile and 0.01 M ammonium acetate 
(85:15, v/v) at a flow rate of 1 mL/min. The L-arginine was de-
tected and quantified using a UV detector at a wavelength of 
360 nm. The specificity of the procedure — the influence of the 
solvent, placebo and another active ingredient of riboxin was 
estimated. The following validation characteristics were evalu-
ated: specificity, linearity, precision (repeatability), accuracy, 
range and reproducibility. The applicability of the analytical 
procedure for the quality control of the drug was demonstrated. 
The proposed analytical procedure was included in the methods 
of quality control of the drug Corargin, coated tablets, manu-
factured by PJSС Technolog, Uman, Ukraine.
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