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ІМПЛЕМЕНТАЦІЯ МЕТОДУ ВЕРХ  
У ФАРМАЦЕВТИЧНИЙ АНАЛІЗ АЛКАЛОЇДУ ГРУПИ ІЗОХІНОЛІНУ

Актуальність. Фармацевтичний аналіз лікарських засобів рослинного походження (ЛЗРП), характеризується відсутністю 
деяких важливих параметрів їх стандартизації. Відповідно до вимог GLP та GMP аналіз лікарських засобів рослинного похо-
дження повинен виконуватися за допомогою стандартизованих методів. Це необхідний інструментарій для визначення іден-
тичності, чистоти та якості лікарських засобів рослинного походження. Ізохінолін і його похідні широко використовуються 
в багатьох галузях, зокрема в розробленні ліків і виробництві пестицидів. Молекула ізохіноліну – це структурний фрагмент різних 
лікарських засобів, зокрема й алкалоїдів. Ядро ізохіноліну є скаффолдом – основним каркасом молекул відомих алкалоїдів ізохіно-
лінового та фенантренізохінолінового ряду – морфін, кодеїн, папаверин. Алкалоїди ізохіноліну добувають із рослинної сировини 
дикорослих і культивованих рослин, як-от: трава мачку жовтого (Glaucium flavum Crantz), бульба Стефанії гладенької (Stephania 
glabra Miers), лист Унгернії Віктора (Ungernia victoris Vvedensky ex Artjush.) та Унгернії Северцова (Ungernia sewerzovii Vedensky), 
олійний сорт маку снодійного (Papaver somniferum Linnaeus). Насіння маку снодійного використовують в харчовій промисловості, 
а сухі коробочки – на хіміко-фармацевтичних заводах для виділення алкалоїдів з медичними та фармацевтичними цілями. Серед 
похідних ізохіноліну привертає увагу Атракурій, або, за номенклатурою ІЮПАК, 2,2’-[1,5-пентадиіл-біс-[окси(3-оксо-3,1-пропан-
диіл)]]-біс-[1-[3,4-диметоксифеніл)метил]-1,2,3,4-тетрагідро-6,7-диметокси-2-метил] ізохінолінія дибензенсульфонат. Атра-
курію безилат використовують в медичній і фармацевтичній практиках як лікарський засіб – міорелаксант периферійної дії. 
Державна фармакопея України (ДФУ) не регламентує аналіз субстанції атракурію. Стандартизовані методи аналізу атракурію 
безилату синтетичного походження описано в Європейській фармакопеї (далі – Eur. Ph.) Eur. Ph. регламентує методи аналізу 
чистоти субстанції атракурію безилату, вміст споріднених речовин і домішок. За Eur. Ph. субстанцію атракурію безилату іден-
тифікують методами ІЧ-спектрофотометрії (2.2.24) та рідинної хроматографії (2.2.29) (Eur. Ph., 2022, 2015–2018). Атракурію 
безилат синтезують на основі тубокурарину, потім продукт реакції перетворюють на атракурію безилат реакцією з безилхлори-
дом. Споріднені речовини у складі субстанції атракурію безилату, за рекомендаціями Eur. Ph., аналізують методом рідинної хрома-
тографії (РХ). Хімічна структура атракурію – це конденсована ароматична гетероциклічна система з гетероатомом Нітрогену, 
яка характеризується утворенням цис– і транс-ізомерів, що значно ускладнює аналіз субстанції. Під впливом хімічних або терміч-
них чинників під час проведення процедур підготовки, обробки або очистки субстанції для хроматографування молекули атракурію 
можуть модифікуватися та підлягати деградації. Такі негативні впливи необхідно враховувати в розробленні хроматографічних 
умов. Імплементація у фармацевтичний аналіз субстанцій – похідних ізохіноліну на прикладі атракурію безилату високоселектив-
ного та високочутливого методу високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ) залишається актуальною, оскільки висока 
якість субстанції та лікарських засобів, які виготовлено на її основі, гарантує збереження здоров’я та життя хворих.

Мета дослідження – адаптація хроматографічних умов і методик дослідження методом ВЕРХ субстанції атракурію 
безилату для визначення її чистоти.

Матеріал і методи. Зразки субстанції атракурію безилату, фармакопейні стандартні зразки ДФУ атракурію безилату для 
ідентифікації піків (містить домішки А1, А2, В, С1, C2, D1, D2, E, F, G, K); ВЕРХ, хроматограф “DIONEX Ultimate 3000” з УФ- 
детектуванням (280 нм), колонка “BDS Hypersil C18”, 250 x 4,6 x 5; комп’ютерний аналіз за програмою “Chromeleon 7.2 SR 4”.

Результати дослідження. Хроматографічне дослідження субстанції атракурію безилату проведено методом ВЕРХ, яке 
не описане в доступній сучасній літературі, а саме: адаптовано умови хроматографування субстанції атракурію – запро-
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поновано використання буферного розчину (рухома фаза А (10,2 г калію дигідрофосфату R у 1 000 мл води R, значення рН  
3,0±0,05, за допомогою фосфорної кислоти R), модифіковано рухому фазу А (метанол R – ацетонітрил R – буферний розчин 
(5:20:75, V/V/V) і рухому фазу В (метанол R – ацетонітрил R – буферний розчин (30:20:50, V/V/V). Удосконалено й адаптовано 
базові методики дослідження, які регламентовано для методу РХ за Eur. Ph. з використанням фармакопейних стандартних 
зразків ДФУ; запропоновано температуру колонки 25 ℃, температуру зразка 10 ℃. Виявлено 6-ть неідентифікованих домі-
шок у складі випробовуваної субстанції атракурію безилату.

Висновок. За результатами експериментального дослідження, методом ВЕРХ субстанції атракурію безилату проведено 
аналіз її чистоти та знайдено 6-ть неідентифікованих домішок, вміст яких не регламентовано Eur. Ph. під час аналізу мето-
дом РХ, що вказує на доцільність імплементації методу ВЕРХ – високоселективного та високочутливого методу – у прак-
тику фармацевтичного аналізу ізохінолінів.

Ключові слова: ізохінолін, атракурію безилат, хроматографічний аналіз, високоефективна рідинна хроматографія, неі-
дентифіковані домішки.
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IMPLEMENTATION OF THE HPLC METHOD  
IN THE PHARMACEUTICAL ANALYSIS OF ISOQUINOLINE ALKALOID

Actuality. Pharmaceutical analysis of herbal medicinal products (HMP) is characterized by the lack of some important parameters of 
their standardization. According to the requirements of GLP and GMP, HMP analysis must be performed using standardized methods. This 
is an essential tool for determining the identity, purity and quality of HMP. Isoquinoline and its derivatives are widely used in many areas, 
including drug development and pesticide production. The part of the isoquinoline molecule is a structural scaffold for preparing of various 
medications, alkaloids. The isoquinoline core is the scaffold of the molecules of the known isoquinoline and phenanthreneisoquinoline 
alkaloids – morphine, codeine, papaverine. Isoquinoline alkaloids are extracted from plant’s raw materials of wild and cultivated plants: 
yellow cattail grass (Glaucium flavum Crantz), smooth Stephania tuber (Stephania glabra Miers), leaves (Ungernia victoris Vvedensky 
ex Artjush.), (Ungernia sewerzovii Vvedensky) and oil of sleeping poppy (Papaver somniferum Linnaeus). Seeds of the opium poppy 
are used in the food industry. Its dry capsules are used in chemical and pharmaceutical manufactures for the isolation of alkaloids 
for medical and pharmaceutical purposes. Among the isoquinoline derivatives, Atracurium, or according to the IUPAC nomenclature 
2,2’-[1,5-pentadiyl-bis-[oxy(3-oxo-3,1-propanediyl)]]-bis-[1-[3,4-dimethoxyphenyl)methyl]-1,2,3,4-tetrahydro-6,7-dimethoxy-2-methyl]
isoquinolinium dibenzenesulfonate, attracts attention. Atracurium besylate is used in medical and pharmaceutical practice as a drug – a 
peripheral muscle relaxant. The State Pharmacopoeia of Ukraine (SPU) does not regulate the analysis of the substance of atracurium 
besylate. Standardized methods for the analysis of atracurium besylate of synthetic nature are described by the European Pharmacopoeia 
(Eur. Ph.). Eur. Ph. regulates the methods of analysis of the purity of the atracurium besylate substance, the content of related substances 
and impurities. According to Eur. Ph., the substance of atracurium besylate is identified by IR spectrophotometry (2.2.24) and liquid 
chromatography (2.2.29) (Eur. Ph., 2022, 2015–2018). Atracurium besylate is synthesized on the basis of tubocurarine. The reaction 
product is converted into atracurium besylate by reaction with benzyl chloride. Related substances in the composition of the atracurium 
besylate substance according to the recommendations of Eur. Ph. are analyzed using the method of liquid chromatography (LC). The 
chemical structure of atracurium besylate is a condensed aromatic heterocyclic system with a Nitrogen heteroatom, which is characterized 
by the formation of cis– and trans-isomers, which significantly complicates the analysis of the substance. The implementation of the highly 
selective and highly sensitive high-performance liquid chromatography (HPLC) method in the pharmaceutical analysis of substances – 
isoquinoline derivatives, using the example of atracurium besylate, remains relevant, since the high quality of the substance and medicines 
made on its basis guarantees the preservation of the health and life of patients.
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The purpose – is adaptation of chromatographic conditions and HPLC research methods to confirm the purity of the atracurium 
besylate substance.

Material and methods. Samples of atracurium besylate substance, pharmacopoeial standard samples of the SPU of atracurium 
besylate for peak identification (contains impurities A1, A2, B, C1, C2, D1, D2, E, F, G, K); HPLC, DIONEX Ultimate 3000 
chromatograph with UV detection (280 nm), BDS Hypersil C18 column, 250 x 4,6 x 5; computer analysis using the Chromeleon  
7.2 SR 4 program.

Research results. Chromatographic study of the substance atracurium besylate was carried out by HPLC, which is not described 
in the modern literature, namely: the conditions for chromatography of the substance atracurium bwsylate were adapted – a buffer 
solution was proposed (mobile phase A (10,2 g of potassium dihydrogen phosphate R in 1 000 ml of water R, pH value 3,0±0,05 using 
phosphoric acid R), mobile phase A (methanol R – acetonitrile R – buffer solution (5:20:75, V/V/V) and mobile phase B (methanol  
R – acetonitrile R – buffer solution (30:20:50, V/V/V) were modified. The basic research methods regulated for the LC method according 
to Eur.Ph. using pharmacopoeial standard samples of the SPU were improved and adapted. The proposed column temperature is 25℃, 
the sample temperature is 10 ℃. 6 unidentified impurities were detected in the composition of the test substance atracurium besylate.

Conclusion. According to the results of an experimental study of the atracurium besylate substance by HPLC, its purity was 
analyzed and 6 unidentified impurities were found, the content of which is not regulated by Eur. Ph. when analyzing by the LC method, 
which indicates the feasibility of implementing the HPLC method – a highly selective and highly sensitive method – in the practice of 
pharmaceutical analysis of isoquinolines.

Key words: isoquinoline, atracurium besylate, chromatographic analysis, high-performance liquid chromatography, unidentified 
impurities.

Вступ. Актуальність. Ізохінолінові алкалоїди 
утворюють одну з найбільших груп серед алкалої-
дів. Вони класифікуються за хімічною структурою на 
бензилізохіноліни й апорфіни. Натепер відомо при-
близно 2 500 ізохінолінових алкалоїдів, які в основ-
ному утворюються рослинами родин Papaveraceae, 
Berberidaceae, Menispermaceae, Fumariaceae та 
Ranunculaceae. Ізохіноліновий алкалоїд стилопін 
(тетрагідрокоптизин) протоберберинового типу 
міститься в Argemone mexicana Linnaeus. Сполука 
є проміжним продуктом у біосинтетичному шляху 
бензофенантридинових алкалоїдів – сангвінарин, 
коптизин, який міститься у кореневищі Coptis (Kentaro 
et al., 2016). Алкалоїди ізохіноліну добувають із рос-
линної сировини дикорослих і культивованих рослин, 
як-от: трава мачка жовтого (Glaucium flavum Crantz), 
бульба Стефанії гладенької (Stephania glabra Miers), 
олійний сорт маку снодійного (Papaver somniferum 
Linnaeus) тощо. Насіння маку снодійного використо-
вують в харчовій промисловості. Сухі коробочки маку 
снодійного знайшли своє використання в хіміко-фар-
мацевтичній практиці для ізолювання алкалоїдів 
з медичними та фармацевтичними цілями.

Ізохінолінові алкалоїди мають різну фармаколо-
гічну активність. Так, алкалоїди опію виявляють зне-
болювальні, спазмолітичні, седативні, психотропні 
властивості (Asma et al., 2015, p. 407–420; Vadhel et 
al., 2023, p. 13220355).

Зважаючи на широкий спектр біологічної дії 
алкалоїдів та їхній вплив на організм людини, засто-
сування похідніх ізохіноліну як джерел даних біоло-
гічно активних речовин уважається перспективним 
у сучасній фармацевтичній практиці. Відомо, що 
фітопрепарати становлять величезну частину фар-
мацевтичного ринку. Однак відсутність значної кіль-
кості параметрів стандартизації лікарських засобів 

рослинного походження (далі – ЛЗРП) ускладнює їх 
використання у клінічній практиці та потрапляння 
на фармацевтичний ринок, що наголошує Всес-
вітня організація охорони здоров’я (далі – ВООЗ) 
(Sylvester S. Darvin et al., 2019, p. 19–20). Субстан-
ція атракурію безилату, яка використовується у фар-
мацевтичній практиці, має синтетичне походження, 
оскільки атракурій природного походження видо-
бувається в мінімальних кількостях, які не забезпе-
чують промислових масштабів виготовлення лікар-
ських засобів.

Коли у виготовленні ЛЗПР використовують алка-
лоїди природного походження, стандартизація таких 
препаратів відкриває шлях до активізації їх фар-
мацевтичного розроблення, еталонних показників 
і параметрів, які допомагають підтвердити цінність 
і якість лікарських засобів рослинного походження. 
Відсутність належної кількості стандартизованих 
методів аналізу ЛЗРП може призвести до появи 
на фармацевтичному ринку неякісних лікарських 
засобів із побічними ефектами. ЛЗРП потребують 
стандартизованого інструментарію для визначення 
ідентичності, чистоти та якості, який повинен бути 
технічно достатнім, ефективним і відповідати вимо-
гам GMP (Зіменковський та ін., 2014, с. 25–50; 
Ніженковська та ін., 2020, с. 222–232; Syrotchuk et 
al., 2023, p. 151–157). Серед сучасних інструменталь-
них методів, які активно впроваджуються у фарма-
цевтичний аналіз ЛЗРП, є не часто використовувані 
методи та їх комбінації: високоефективна рідинна 
хроматографія (далі – ВЕРХ), газова хроматогра-
фія – мас-спектрометрія (далі – ГХ-МС), атомно-аб-
сорбційна спектрофотометрія (далі – ААС) та інші 
(Srivastava et al., 2024, p. e202405020). 

Субстанція похідної ізохіноліну атракурій 
(2,2’-[1,5-пентадиіл-біс-[окси(3-оксо-3,1-про-
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пандиіл)]]-біс-[1-[3,4-диметоксифеніл)метил]- 
1,2,3,4-тетрагідро-6,7-диметокси-2-метил] ізо-
хінолінія дибензенсульфонат) використовується 
у виробництві лікарських засобів – міорелаксантів 
периферійної дії. Атракурію безилат – це представ-
ник лікарських засобів – нейром’язових блокато-
рів недеполяризуючого типу. Атракурію безилат 
використовується для забезпечення розслаблення 
скелетних м’язів під час операції, під час штучної 
вентиляції легень, для сприяння ендотрахеальній 
інтубації (Kim et al., 1998, p. 872–878; Xiaorong et 
al., 2025, p. 234).

Державна фармакопея України (далі – ДФУ) не 
регламентує аналіз субстанції атракурію безилату. 
Eur. Ph. регламентує методи аналізу чистоти субстан-
ції атракурію безилату, вміст споріднених речовин 
і домішок. Супровідні речовини у складі субстанції 
атракурію безилату, за рекомендаціями Eur. Ph., ана-
лізують за допомогою методу РХ. УФ-детектування 
за 280 нм, методи 2.2.24/2.2.29) (Eur. Ph. монографія 
№ 1970, 2022, 2015–2018). 

Молекула атракурію здатна до хімічної деградації 
за реакцією Гофмана та підлягає гідролізу. Ці реак-
ції є шляхами метаболізму атракурію (Ya-Jian Hu et 
al., 2020, p. 5910–5953; Yu et al., 2020, p. 2012–2027; 
Peng Peng et al., 2022, p. 3106–3114). Розроблено 
метод синтезу ізохінолінів у водному середо-
вищі за використання металічних каталізаторів, 
органокаталітичних каталізаторів. Ізохіноліни 
отримують за допомогою каскадних реакцій (Di 
Mola et al., 2016, p. 60780–60786; Di Mola et al., 
2019, p. 4820–4826; Thapa et al., 2019, p. 1025–1034; 
Yang et al., 2019, p. 2316–2324; Yoichi Hoshimoto et 
al., 2020, p. 182–186). 

Субстанція атракурію безилату – це білий або 
жовтувато-білий гігроскопічний порошок, який 
розчинний у воді, ацетонітрилі, в етанолі (96%) та 
в метиленхлориді. За Eur. Ph., субстанцію атраку-
рію безилату ідентифікують за допомогою методів 
ІЧ-спектрофотометрії (2.2.24) та рідинної хромато-
графії (2.2.29) (Eur. Ph., 2022, p. 2015–2018) (рис. 1).

Активний фармацевтичний інгредієнт (далі – 
АФІ) – атракурій безилат є сумішшю 10-ти стере-
оізомерів. Молекула атракурію місить чотири сте-
реоцентри, які можуть утворити 16 структур. 
Утворюється 6 мезоструктур – структур, які можуть 
накладатися одна на одну. Це зменшує кількість із 
шістнадцяти до десяти стереоізомерів: три цис-
цис-ізомери (енантіомерна пара, мезоструктура), 
чотири цис-транс-ізомери (дві енантіомерні пари), 
три транс-транс-ізомери (енантіомерна пара, мезо-
структура) зі співвідношенням: цис-цис, цис-транс 

і транс-транс-ізомерів – 10,5:6,2:1 (Martins et al., 
2024, p. 3226–3239). 
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Рис. 1. Хімічна формула атракурію безилату

Субстанція атракурію безилат може містити не 
тільки оптичні ізомери, але й побічні продукти син-
тезу, споріднені речовини, домішки, продукти дегра-
дації молекул. Раніше нами були впроваджені в аналіз 
біологічно активних речовин високочутливі методи 
ядерного магнітного резонансу (далі – ЯМР), ВЕРХ 
і мас-спектрометрія, які недостатньо використо-
вують у фармацевтичному аналізі (Welchinskaya 
et al., 2003, p. 20–25; Welchinska, 2016, p. 740–743; 
Вельчинська та ін., 2024, с. 168–174). 

Тому використання у фармацевтичному аналізі 
атракурію як похідної ізохіноліну високоселектив-
ного та високочутливого методу ВЕРХ залишається 
актуальним. Субстанція атракурію безилату є склад-
ною хімічною сумішшю, що ускладнює її аналіз 
і підвищує вимоги до її якості. 

Мета дослідження – адаптація хроматографіч-
них умов і методик дослідження методом ВЕРХ для 
підтвердження якості субстанції атракурію безилату. 

Матеріали та методи дослідження. Випробовувані 
зразки субстанції атракурію безилату, фармакопейні 
стандартні зразки ДФУ атракурію безилату для іденти-
фікації піків (містить домішки А1, А2, В, С1, C2, D1, 
D2, E, F, G, K); ВЕРХ, хроматограф “DIONEX Ultimate 
3000” з УФ-детектуванням (280 нм) – за валідованою 
методикою (Eur. Ph., 2022, 2015–2018), колонка “BDS 
Hypersil C18”, 250 x 4,6 x 5; комп’ютерний аналіз за 
програмою “Chromeleon 7.2 SR 4”.

Результати дослідження та їх обговорення. За 
рекомендаціями Eur. Ph., чистота та вміст супровід-
них речовин субстанції атракурію у вигляді безилату 
синтетичного походження аналізують методом РХ 
(2.2.29) (Eur. Ph., 2022, 2015–2018).
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Субстанція атракурію безилату розчинна у воді, 
ацетонітрилі. Випробовувану субстанцію реко-
мендовано розчиняти в рухомій фазі А: метанол 
R – ацетонітрил R – 10,2 г/л розчин калію дигідро-
фосфату R (5:20:75, V/V/V). Рухому фазу В готують 
так: ацетонітрил R – метанол R – 10,2 г/л розчин 
калію дигідрофосфату R (20:30:50, V/V/V). Значення  
рН 3.1 рухомої фази А та рухомої фази В досягається 
за допомогою фосфорної кислоти R. Стандартні 
розчини (a) та (b) готують так: стандартний розчин 
(а): розчиняють 50,0 мг субстанції в рухомій фазі А, 
доводять об’єм до 50,0 мл рухомою фазою А; стан-
дартний розчин (b): розчиняють 0,100 г субстанції 
в рухомій фазі А, доводять об’єм до 10,0 мл рухомою 
фазою А.

Розчини порівняння (a), (b), (c), (d) та (e) готують так: 
розчин (a): розчиняють 50,0 мг атракурію безилату CRS 
у рухомій фазі А, доводять об’єм до 50,0 мл рухомою 
фазою А; розчин (b): розводять 1,0 мл розчину порів-
няння (a) до 100,0 мл рухомою фазою A; розчин (c): 
розчиняють 20,0 мг метилбензенсульфонату R в ацето-
нітрилі R і доводять об’єм до 100,0 мл рухомою фазою 
А тим самим розчинником, розводять 50 мкл розчину 
до 100,0 мл рухомою фазою A; розчин (d): розчиняють 
2,0 мг атракурію для ідентифікації піків CRS (містить 
домішки A1, A2, B, C1, C2, D1, D2, E, G та K) у 2,0 мл 
рухомої фази A; розчин (e): розчиняють 2,0 мг атраку-
рію (для ідентифікації домішки F) CRS у 2,0 мл рухомої 
фази A (Eur. Ph., 2022, 2015). 

Детектування виконують УФ-спектрофотоме-
тричним методом за 280 нм згідно з валідованою 
методикою (Eur. Ph., 2022, 2015–2018).

У складі субстанції атракурію безилату, за Eur. 
Ph., допускається присутність 10 специфікованих 
домішок з лімітованим вмістом: A, C, D, E, F, G, H, I, 
J, K (Eur. Ph., 2022, 2015–2018).

Eur. Ph. установлено ліміти та корегувальні фак-
тори на домішки:

–	 корегувальний фактор на домішку G: 0,5;
–	 ліміт для домішки E – 1,5%;
–	 ліміт для домішок A, D – 1,5%; 
–	 ліміт для домішки С – 1,0%;
–	 ліміт для домішок F, G – 1,0%;
ліміт для домішок H, I, K – 1,0%.
Для неспецифікованих домішок встановлено 

ліміт 0,10%, разом – 3,5%.
Контроль специфікованих домішок виконують 

методом рідинної хроматографії (2.2.29) (Eur. Ph., 
2022, 2015–2018).

З метою дослідження чистоти та виявлення 
супровідних речовин (специфікованих і неспеци-
фікованих домішок) у випробовуваній субстанції 

атракурію безилату нами проведено не описане 
в доступній релевантній літературі експеримен-
тальне дослідження методом ВЕРХ. 

Комп’ютерний аналіз результатів дослідження 
виконували за допомогою програми “Chromeleon 
7.2 SR 4”. Усі процедури виконували за стандарти-
зованими та валідованими фармакопейними методи-
ками, модифікації умов хроматографування та мето-
дик – у межах параметрів, на які Фармакопея надає 
певні права.

Умови хроматографування: температура колонки – 
25 ℃, температура зразка – 10 ℃, потік – 1,0 мл/хв, 
об’єм інжекції – 20 мкл, час хроматографування –  
55 хв. УФ детектування виконували за 280 нм. 

Колонка – “BDS Hypersil C18”, 250 x 4,6 x 5.
На хроматограмах з різним видом детектування 

(CD-, УФ– та інші) можна побачити, наскільки селек-
тивно відбувається розділення аналітичних сигналів 
АФІ та присутніх домішок. УФ-детектування забез-
печує більш ретельний аналіз випробовуваної суб-
станції атракурію безилату.

Запропоновано використання буферного розчину 
такого складу: рухома фаза А (10,2 г калію дигідро-
фосфату R у 1 000 мл води R, рН розчину 3,0±0,05 
за допомогою фосфорної кислоти R). Модифіковано 
склад рухомих фаз А і В: рухома фаза А: метанол  
R – ацетонітрил R – буферний розчин (5:20:75, 
V/V/V), рухома фаза В: метанол R – ацетонітрил R – 
буферний розчин (30:20:50, V/V/V). 

Час хроматографування – 55 хв.
Розведення рухомих фаз А і В, градієнти пред-

ставлено в таблиці 1.

Таблиця 1 
Градієнтний режим хроматографування

Час Рухома фаза А (% V/V) Рухома фаза В (% V/V)
0 80 20
5 80 20
15 40 60
25 40 60
30 0 100
45 0 100
46 80 20
55 80 20
75 100 0

Методика приготування випробовуваного роз-
чину. 10 мг випробовуваної субстанції атракурію 
безилату розчиняли в 10 мл рухомої фази А (концен-
трація 1 мг/мл).

Приготування розчинів порівняння А, Б, В, Г, Д. 
 Розчин порівняння фармакопейного стандартного 

зразка ДФУ атракурію безилату (розчин порівняння А). 
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50 мг фармакопейного стандартного зразка ДФУ атра-
курію безилату розчиняли в 50 мл рухомої фази А. 

Розчин порівняння випробовуваного розчину 
атракурію безилату (розчин порівняння Б). 1,0 мл 
випробовуваного розчину перемішували у 100 мл 
рухомої фази А. 

Розчин порівняння фармакопейного стандартного 
зразка ДФУ атракурію безилату для ідентифікації 
піків (розчин порівняння В). 2,0 мг фармакопейного 
стандартного зразка ДФУ атракурію безилату для 
ідентифікації піків (з домішками А1, А2, В, С1, C2, 
D1, D2, E, G, K) розчиняли у 2 мл рухомої фази А.

Розчин порівняння фармакопейного стандартного 
зразка ДФУ атракурію безилату для ідентифікації 
домішки F (розчин порівняння Г). 2,0 мг фармакопейного 
стандартного зразка ДФУ атракурію безилату для іденти-
фікації домішки F розчиняли у 2 мл рухомої фази А.

Розчин порівняння Д. 1,0 мл розчину порівняння 
Б розчиняли у 20 мл рухомої фази А.

Для визначення сторонніх домішок використову-
вали реактиви (чистоти для ВЕРХ): метанол, ацето-
нітрил, калію дигідрофосфат, воду для хроматогра-
фування, фосфорну кислоту (чистоти AR).

У таблиці 2 наведено результати дослідження 
розчину фармакопейного стандартного зразка ДФУ 
атракурію безилату. 

Середнє значення, P ≤ 0,05; M±m: M – середнє 
арифметичне, m – стандартна похибка. P ≤ 0,05 – 
рівень значущості (t-критерій Стьюдента). Визначено 
у Chromeleon 7.2 SR 4. 

Метод розрахунку, середнє значення: метод – 
нормалізація площ (% = (площа піку / сумарна площа) 
× 100). 

Розрахунок середнього значення (з рис. 2): площі 
12,490+74,969+113,065 = 200,524; середнє = 200,524 / 
3 ≈ 66,841.

Хроматограма розчину фармакопейного стан-
дартного зразка ДФУ атракурію безилату представ-
лена на рисунку 2.

Таблиця 2
Хроматографічні характеристики фармакопейного стандартного зразка ДФУ атракурію безилату 

(ВЕРХ)
Транс-транс-ізомер 

атракурію Цис-транс-ізомер атракурію Цис-цис-ізомер атракурію

Rt Площина 
піку Rt Площина 

піку
R

(>1,5) Rt Площина піку R
 (>1,5)

21,370 12,545 23,331 75,357 3,5 25,197 113,065 3,3
21,374 12,317 23,335 75,393 3,5 25,352 113,020 3,3
21,385 12,256 23,349 75,437 3,5 25,353 113,014 3,3

Середнє 
значення 21,376 12,373 23,338 75,396 3,5 25,301 113,033 3,3

 

Рис. 2. Хроматограма розчину стандартного зразка ДФУ атракурію безилату, 
аналітичні сигнали: транс-транс-ізомер атракурію (Rt = 21,277 хв, площина піку 

12,490), цис-транс-ізомер атракурію (Rt = 23,211 хв, площина піку 74,969),  
цис-цис-ізомер атракурію (Rt = 25,197 хв, площина піку 113,065)
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Середнє значення площини піку (S) на хромато-
грамі стандартного зразка становить 66,841.

У дослідженні випробовуваного зразка субстан-
ції атракурію отримано такі результати: на хрома-
тограмі спостерігаються аналітичні сигнали, окрім 
транс-транс-ізомеру атракурію (Rt = 21,153 хв, пло-
щина піку 12,417), цис-транс-ізомеру атракурію 
(Rt = 22,756 хв, площина піку 13,042), цис-цис-ізо-
меру атракурію (Rt = 24,611 хв, площина піку 79,514), 

а також специфікованих домішок A, C, E, G, D та 6-ти 
неідентифікованих домішок (табл. 3–6; рис. 3). 

Сумарний вміст супутніх речовин у складі випробо-
вуваної субстанції атракурію відповідає фармакопейним 
вимогам: не більше 3,5-кратної суми площин піків, 3,5%. 

3,5% для сумарного вмісту: ліміт за Eur. Ph. – 
сумарно ≤3,5% (специфіковані: A, D, E ≤ 1,5%; C, F, G, 
H, I, K ≤ 1,0%; неспецифіковані ≤0,10%). Розрахунок: 
сумарна площа домішок / площа АФІ × 100 ≤ 3,5%.

Таблиця 3
Хроматографічні характеристики випробовуваного зразка атракурію (ВЕРХ) – домішки E, G, D

Домішка Е Домішка G Цис-домішка D Транс-домішка D Ʃ ізомерів 
домішки D

Rt Площина 
піку Rt Площина 

піку Rt Площина 
піку Rt Площина 

піку Площина піку

5,095 552,760 6,732 181,749 9,664 137,953 11,134 407,226 545,179
5,099 553.039 6,732 182,036 9,659 138,437 11,129 407,170 545,607
5,102 553,769 6,739 182,596 9,674 138,320 11,145 407,830 545,150

Середнє
значення 5,099 553,189 6,734 182,127 9,666 138,237 11,136 407,409 545,645

Таблиця 4
Хроматографічні характеристики випробовуваного зразка атракурію (ВЕРХ) – ізомери атракурію, 

домішки 1 та 2

Домішка 1 Домішка 2 Транс-транс-
ізомер атракурію

Цис-транс-ізомер 
атракурію

Цис-цис-ізомер 
атракурію

Rt Площина 
піку Rt Площина 

піку Rt Площина 
піку Rt Площина 

піку Rt Площина 
піку

12,499 8,411 17,621 1,903 21,106 608,382 22,698 3 648,349 24,538 5 479,455
12,492 8,425 17,614 1,896 21,089 608,259 22,677 3 646,452 24,512 5 477,171
12,509 8,277 17,630 1,954 21,115 608,344 22,709 3 648,430 24,551 5 480,107

Середнє
значення 12,500 8,371 17,622 1,918 21,103 608,362 22,695 3 647,744 24,534 5 478,911

Таблиця 5
Хроматографічні характеристики випробовуваного зразка атракурію (ВЕРХ) – домішки А, С

Домішка А (цис-цис-ізомер) Домішка С (цис-ізомер)
Rt Площина піку Rt Площина піку

29,102 18,897 31,254 37,002
29,069 18,576 31,232 37,043
29,114 19,051 31,262 37,218

Середнє 29,095 18,841 31,249 37,088

Таблиця 6 
Хроматографічні характеристики випробовуваного зразка атракурію (ВЕРХ) – неідентифіковані 

домішки 3–6
Домішка 3 Домішка 4 Домішка 5 Домішка 6

Rt Площина піку Rt Площина піку Rt Площина піку Rt Площина 
піку

31,816 1,429 34,519 1,157 34,980 2,351 35,988 4,519
31,787 1,393 34,490 1,127 34,955 2,331 35,960 4,557
31,822 1,457 34,527 1,125 34,983 2,357 36,001 4,470

Середнє 31,808 1,426 34,512 1,136 34,973 2,346 35,983 4,515
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Площини піків неідентифікованих домішок мають 
не перевищувати суму площини піків ізомерів атраку-
рію (cis-cis, cis-trans, trans-trans) з розчину порівняння 
01%. Методом розрахунку кількостей неідентифікова-
них домішок був метод нормалізації площ.

Отже, у процесі адаптації фармакопейних мето-
дик і умов хроматографування для аналізу атракурію 
безилату методом РХ для дослідження субстанції 
атракурію методом ВЕРХ нами були запропоновані 
такі модифікації:

Додаткові валідаційні дослідження не потрібні, 
оскільки дозволені зміни вже враховані в межах 
робастності методики, протестованої під час почат-
кової валідації (Розділ 5.3.N.2 ДФУ).

За наведених умов хроматографування, з відпо-
відними модифікаціями методик дослідження, метод 
ВЕРХ став доступним для аналізу субстанції атра-

курію, а виявлення 6-ох неідентифікованих домішок 
у складі випробовуваної субстанції атракурію, які 
є не регламентованими Eur. Ph., підтверджує доціль-
ність використання цього методу для її поглибленого 
фармацевтичного аналізу.

Висновки. Високотехнологічний метод аналізу 
з високою ідентифікаційною здатністю ВЕРХ за 
УФ-детектування для селективного розділення ана-
літичних сигналів АФІ і присутніх домішок може 
бути використаний у дослідженні чистоти субстан-
ції синтетичного походження атракурію безилату. 

1. Запропоновано модифікації методик дослі-
дження субстанції атракурію безилату, а саме: 
склад буферного розчину – рухома фаза А (10,2 г 
калію дигідрофосфату R у 1 000 мл води R, рН роз-
чину 3,0±0,05 досягається за допомогою фосфор-
ної кислоти R), які ґрунтуються на відповідних 
базових валідованих фармакопейних методиках. 
Розроблено склад рухомих фаз А і В: рухома фаза 
А: метанол R – ацетонітрил R – буферний розчин 
(5:20:75, V/V/V), рухома фаза В: метанол R – аце-
тонітрил R – буферний розчин (30:20:50, V/V/V).

2. Метод ВЕРХ, як найбільш ефективний, доз-
воляє виявити у складі випробовуваних зразків 
субстанції атракурію безилату, окрім регламен-
тованих Eur. Ph стереоізомерів атракурію та спе-
цифікованих домішок, 6-ть неідентифікованих 
домішок, які не регламентовані Eur. Ph. та визна-
чення яких не було реалізоване методом РХ.

3. Метод ВЕРХ порівняно з методом РХ доз-
воляє ідентифікувати неприпустимі домішки, 
навіть в низьких концентраціях (сумарно, не 
більше 3,5%). Це вказує на доцільність його 
імплементації як високоселективного та високо-
технологічного методу у практику фармацевтич-
ного аналізу похідних ізохіноліну. 

Рис. 3. Хроматограма розчину випробовуваного зразка субстанції атракурію, 
аналітичні сигнали: транс-транс-ізомер атракурію (Rt = 21,153 хв),  

цис-транс-ізомер атракурію (Rt = 22,756 хв), цис-цис-ізомер атракурію  
(Rt = 24,611 хв), специфіковані домішки A, C, Е, G, D; 6 неідентифікованих 

домішок 

Європейська фармакопея 
(метод РХ).
Субстанція атракурію 
безилату

Дослідження методом 
ВЕРХ.

Субстанція атракурію 
Склад рухомих фаз А і В:
рухома фаза А: метанол 
R – ацетонітрил R – 10,2 г/л 
розчин калію дигідрофосфату 
R (5:20:75, V/V/V);
рухома фаза В: ацетонітрил R 
– метанол R – 10,2 г/л розчин 
калію дигідрофосфату R 
(20:30:50, V/V/V).

Склад рухомих фаз А і В: 
рухома фаза А: метанол R – 
ацетонітрил R – буферний 
розчин (5:20:75, V/V/V);
рухома фаза В: метанол R – 
ацетонітрил R – буферний 
розчин (30:20:50, V/V/V).

Не використовують 
буферний розчин.

Склад буферного розчину – 
рухома фаза А (10,2 г калію 
дигідрофосфату R у  
1 000 мл води R, рН 
розчину 3,0±0,05 
досягається за допомогою 
фосфорної кислоти R).

Значення рН 3.1 рухомої 
фази А та рухомої фази В.

Значення рН 3,0±0,05 
рухомої фази А та рухомої 
фази В.
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