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Анилокаин – местный анестетик из группы замещенных амидов, синтезированный в Пермской государ-
ственной фармацевтической академии. Анилокаин проявляет высокую поверхностноанестезирующую, ин-
фильтрационную и проводниковую анестезию и показывает высокую эффективность в различных областях 
медицинской практики. Качество производимых лекарственных средств напрямую зависит от качества 
фармацевтических субстанций. Одним из важнейших параметров доброкачественности фармацевтических 
субстанций является их чистота. Целью настоящей работы явилась разработка и валидация методики 
определения специфических примесей в субстанции анилокаина методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ). Материалы и методы. Исследования проведены на жидкостном хроматографе 
«LC-20 Prominence» («Shimadzu», Япония), оснащенном диодноматричным детектором (SPD-M20A). Хро-
матографическая колонка – «Zorbax SB-C18» (4,6 мм × 250 мм, 5 мкм). Валидационная оценка разработан-
ной методики проведена в соответствии с требованиями ГФ XIII и международными требованиями ICH 
(International Conference on Harmonization). Результаты и обсуждение. Эксперимент по выбору условий 
хроматографирования показал, что оптимальное разделение  анилокаина и возможных примесей (как иден-
тифицированных, так и неидентифицированных) методом обращенно-фазной ВЭЖХ  наблюдается в изо-
кратическом режиме при использовании элюента на основе фосфатного буфера с рН 3 и ацетонитрила. 
Скорость  потока подвижной фазы 1 мл/мин, длина волны детектиррования 210 нм. Время регистрации 
хроматограммы – 20 минут.  Заключение. В результате проведенных исследований, разработана методика 
количественного определения примесей в субстанции анилокаина методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. Проведенная процедура валидации аналитической методики установила ее специфичность, 
линейность, воспроизводимость и правильность. Данная методика включена в проект фармакопейной ста-
тьи на субстанцию анилокаина.

Ключевые слова: анилокаин, 2-броманилин, N-(2-бромфенил)акриламид, высокоэффективная жидкост-
ная хроматография, посторонние примеси, валидация
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Anilocaine is a local anesthetic from the group of substituted amides, synthesized in the Perm State Pharmaceutical 
Academy. Anilocaine shows high surface anesthetic, infiltration and conduction anesthesia and shows the high efficiency 
in the various fields of medical practice. The quality of produced medicines depends on the quality of pharmaceutical 
substances. The purity is one of the most important parameters of the quality of pharmaceutical substances. The 
aim of this work was the development and validation of methods for identification of specific impurities in the 
substance of anilocaine by high-performance liquid chromatography (HPLC). Materials and methods. Studies were 
performed on liquid chromatography LC-20 Prominence (Shimadzu, Japan) equipped with a diode-array detector 

For citation: 
Sabirzyanov D.R., Karpenko Yu.N., Malkova T.L., 
Alekseeva I.V. DETERMINATION  
OF RELATED IMPURITIES IN THE ANILOCAINE 
SUBSTANCE BY HPLC METHOD.  
Pharmacy & Pharmacology. 2017;5(3):254-266. (In Russ.)  
DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-254-266

Для цитирования: 
Сабирзянов Д.Р., Карпенко Ю.Н.,  
Малкова Т.Л., Алексеева И. В. ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ПОСТОРОННИХ ПРИМЕСЕЙ В СУБСТАНЦИИ 
АНИЛОКАИНА МЕТОДОМ ВЭЖХ.  
Фармация и фармакология. 2017;5(3):254-266. 
DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-254-266



255

Pharmacy & Pharmacology V. 5 N 3, 2017 DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-254-266

местный анестетик из группы замещенных ами-
дов – анилокаин (2-броманилид-3диэтилами-
нопропановой кислоты гидрохлорид) (рис.1), 
проявляющий высокую поверхностноанестези-
рующую, инфильтрационную и проводниковую 
анестезию [1]. 
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Рисунок 1 – Структурная формула анилокаина

(SPD-M20A). Chromatographic column was Zorbax SB-C18 (4.6 mm × 250 mm, 5 µm). Validation assessment of 
the developed method conducted in accordance with the requirements of FP XIII and international requirements 
ICH (International Conference on Harmonization). Results and discussion. An experiment on the selection of the 
conditions of chromatographically showed that optimal separation of anilocaine and possible impurities (identified 
and unidentified) by the method of reversed-phase HPLC is observed in isocratic mode, using an eluent based on 
phosphate buffer pH 3 and acetonitrile. The flow rate of mobile phase is 1 ml/min; wavelength detection is 210 nm. 
Time check chromatogram is 20 minutes. Conclusion. The method for the quantitative determination of impurities in 
the substance of anilocaine by high-performance liquid chromatography was developed as the result of the research. 
The validation procedure of the analytical methods established its specificity, linearity, precision and accuracy. This 
method is included in the project monograph on substance of anilocaine.

Keywords: anilocaine, 2-bromoaniline, N-(2-bromophenyl)acrylamide, high-performance liquid chromatography, 
related impurities, validation

Введение. Создание отечественных высоко-
эффективных лекарственных препаратов – одна 
из важнейших задач российского здравоохране-
ния. В Пермской государственной фармацевтиче-
ской академии синтезирован и совместно с ИТХ 
УрО РАН доведен до медицинского применения 

Структурные аналоги анилокаина – лидокаин и 
тримекаин, давно использующиеся в медицинской 
практике, значительно уступают ему по выраженно-
сти поверхностноанестезирующего и антиаритмиче-
ского действия [2]. Кроме того, лидокаин обладает 
высокой токсичностью, что обуславливает развитие 
различных осложнений при его применении [3]. 
Клинические исследования анилокаина доказали его 
высокую эффективность в различных областях ме-
дицины: хирургии, эндоскопии, стоматологии и т.д. 
[4]. Ряд лекарственных форм с анилокаином (инъек-
ционные растворы, растворы для наружного приме-
нения, перевязочные средства) доведены до меди-
цинского применения. С перспективой внедрения в 
медицинскую и ветеринарную практику разработа-
ны и другие лекарственные средства для наружного 
применения: мазь «Анилкам», гель «Анилогель» для 
использования при проведении инструментальных 
вмешательств [5], суппозитории, пленки лекарствен-
ные [6], аэрозоль для обезболивания в ветеринарии.

Одним из важнейших параметров доброкаче-
ственности фармацевтических субстанций явля-
ется их чистота. На основании ранее проведенных 
исследований установлены направления распада 
молекулы анилокаина: гидролиз по амидной связи 
и реакция ß-элиминирования. В нейтральной и сла-
бощелочной среде преобладает процесс ß-элими-
нирования, сопровождающийся выделением непре-
дельного соединения и диэтиламина. Наряду с этим, 
идет частичный гидролиз по амидной связи. Струк-
тура непредельного соединения – N-(2-бромфенил)
акриламида подтверждена данными элементного 
анализа и масс-спектрометрии. В сильнокислой сре-
де происходит полное гидролитическое расщепле-
ние по амидной связи с выделением 2-броманилина.

Таким образом, специфическими примесями в суб-
станции могут являться N-(2-бромфенил)акриламид 
(продукт деструкции анилокаина) и 2-броманилин (как 
исходный продукт при синтезе и как продукт гидроли-
тического расщепления анилокаина) (рис.2) [7].
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Рисунок 2 – Структурные формулы N-(2-бромфенил)акриламида (I) и 2-броманилина (II)

Временная фармакопейная статья (ВФС) на суб-
станцию анилокаина регламентирует определение 

посторонних примесей методом тонкослойной хро-
матографии (ТСХ) в системе н-бутанол – этилацетат 
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– хлороформ – аммиака раствор концентрированный 
(20:20:10:0,5). В качестве детектора используются пары 
йода. Суммарное содержание посторонних примесей, 
оцененное по совокупности величины и интенсивности 
окраски их пятен на хроматограмме испытуемого рас-
твора (2%раствор анилокаина в хлороформе), в срав-
нении с пятнами на хроматограммах свидетеля (0,01% 
раствора анилокаина) не должно превышать 0,5% [8].

Поскольку ТСХ является полуколичественным 
тестом, более предпочтительным в плане точности и 
специфичности для определения посторонних при-
месей является метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии [9]. 

Целью настоящей работы является разработка и 
валидация методики определения специфических по-
сторонних примесей в субстанции анилокаина мето-
дом ВЭЖХ для дальнейшего ее включения в проект 
фармакопейной статьи предприятия.

Материалы и методы. В качестве объектов ис-
следования использовали фармацевтическую суб-
станцию анилокаина (ВФС 42-2946-97), 2-бромани-
лин («Sigma-Aldrich»), N-(2-бромфенил)акриламид 
(синтез вещества осуществлен по методике [5], хро-
матографическая чистота не менее 99%). 

Исследования проводили на высокоэффектив-
ном жидкостном хроматографе «Shimadzu LC-20 
Prominence» (Япония), оснащенном диодноматрич-
ным детектором (SPD-M20A). Хроматографическая 
колонка – «Zorbax SB-C18» (4,6 мм × 250 мм, 5 мкм).  

Регистрацию и обработку хроматографической 
информации осуществляли с помощью программно-
го обеспечения «LCsolution» (ver.1,25).

Для приготовления элюентов использовали ка-
лия дигидрофосфат, фосфорную кислоту концен-
трированную, воду бидистиллированную, ацетони-
трил (Криохром®, сорт 0). Значения рН подвижных 
фаз контролировали с помощью рН-метра «S400 
SevenExcellence» («METTLER TOLEDO»).

Результаты и обсуждение. Эксперимент по вы-
бору условий хроматографирования показал, что 
оптимальное разделение анилокаина и возможных 

примесей (как идентифицированных, так и неиденти-
фицированных) методом обращенно-фазовой ВЭЖХ 
наблюдается в изократическом режиме при использо-
вании фосфатного буфера с рН 3 со скоростью потока 
1 мл/мин. Детектирование проводили при длине вол-
ны 210 нм. Время регистрации хроматограммы – 20 
минут [7].

Для определения возможных примесей 0,1 г суб-
станции анилокаина помещали в мерную колбу вме-
стимостью 25 мл и доводили до метки метанолом 
(испытуемый раствор). 20 мкл раствора вводили в 
инжектор хроматографа. Идентификацию и количе-
ственное определение идентифицированных приме-
сей осуществляли с использованием стандартных 
растворов N-(2-бромфенил)акриламида и 2-бромани-
лина.

На основании ранее полученных данных о со-
держании специфических примесей в серийных об-
разцах субстанции, а также биологических испыта-
ний при оценке безопасности примесей предложено 
нормировать содержание 2-броманилина – не более 
0,01%; N-(2-бромфенил)акриламида – не более 0,1%; 
единичной неидентифицированной примеси – не бо-
лее 0,1%; общего содержания примесей – не более 
0,5% [7, 10].

Валидацию аналитической методики проводили 
по следующим характеристикам: специфичность, ли-
нейность, правильность, повторяемость, предел об-
наружения и предел количественного определения в 
соответствии с современными требованиями [11, 12].

При подтверждении специфичности методики ана-
лизировали раствор модельной смеси субстанции анило-
каина (4000 мкг/мл) и возможных примесей: N-(2-бром-
фенил)акриламида (4 мкг/мл) и 2-броманилина (0,4 мкг/
мл) в метаноле (рис.3).

Выбранные хроматографические условия харак-
теризуются высокой эффективностью (не менее 8000 
ТТ), достаточной разрешающей способностью и вос-
производимостью. Рассчитанные критерии пригод-
ности хроматографической системы удовлетворяют 
принятым критериям приемлемости (таблица 1).

Таблица 1 – Оценка пригодности хроматографической системы

Время
удерживания,

мин

Коэффициент 
разделения

(Rs)

Коэффициент 
асимметрии 

пика

Воспроизво-
димость

инжекций
(RSD)

Анилокаин 3,20±0,02 – – –
Неидентифицированная примесь (I) 6,22±0,02 6,15 1,35 1,05
N-(2-бромфенил)акриламид(II) 8,80±0,02 7,84 1,51 0,87
2-броманилин (III) 11,30±0,03 6,40 1,24 0,52
Более 2 Критерии приемлемости

0.75 – 2.5 Менее 5

Линейность определяли на 7 уровнях концен-
траций: от 0,02% до 0,4% – для N-(2-бромфенил)
акриламида,  от 0,0014% до 0,044% – 2-бромани-
лина (таблица 2). Каждый из приготовленных рас-
творов хроматографировали 3 раза. Калибровочные 

графики представлены на рис.4–5. Коэффициент 
корреляции в обоих случаях составил не менее 
0,999,что свидетельствует о линейности методики в 
выбранном диапазоне концентраций.
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Рисунок 3 – Хроматограмма модельной смеси анилокаина, N-(2-бромфенил)акриламида (II)  
и 2-броманилина (III) (I – неидентифицированная примесь)

Таблица 2 – Определение линейности аналитической методики

N-(2-бромфенил)акриламид 2-броманилин

Концентрация,
мкг/мл

Концентрация,
% 

от содержания 
анилокаина

Средняя 
площадь 

пика
(n=3)

Концентрация,
мкг/мл

Концентрация,
% 

от содержания 
анилокаина

Средняя 
площадь 

пика
(n=3)

0,85 0,0213 95188 0,055 0,00138 7794
1,7 0,0425 18576 0,11 0,00275 13598
3,41 0,085 362138 0,22 0,0055 26865
5,12 0,128 573289 0,33 0,0083 42907
6,82 0,171 753534 0,44 0,011 57927

10,22 0,255 1164350 0,88 0,022 116526
17,04 0,426 1905517 1,76 0,044 227928

Уравнение регрессии (Y = aX + b)
a = 112011,7; b = 0,0

Коэффициент корреляции: 0,9998136

Уравнение регрессии (Y = aX + b)
a = 130047,7; b = 0,0

Коэффициент корреляции: 0,9998507

Повторяемость (сходимость) валидируемой ме-
тодики оценивали при анализе модельных смесей 
субстанции анилокаина с содержанием примесей 
на 3 уровнях концентраций: 0,05%; 0,1% и 0,15% – 
для N-(2-бромфенил)акриламида; 0,005%; 0,01% и 
0,015% – для 2-броманилина. Каждый из растворов 
хроматографировали в соответствии с разработан-

ной методикой 3 раза. Результаты проведенного экс-
перимента представлены в таблицах 3-4. Установ-
лено, что относительное стандартное отклонение 
(RSD) результатов измерений не превышает 10%, 
что свидетельствует об их удовлетворительной схо-
димости на всех уровнях рассмотренных концентра-
ций. 
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Рисунок 4 – Зависимость площади хроматографического пика  
от концентрации N-(2-бромфенил)акриламида

Рисунок 5 – Зависимость площади хроматографического пика  
от концентрации 2-броманилина 
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Таблица 3 – Оценка повторяемости (сходимости) определения 
N-(2-бромфенил)акриламида

Содержание
N-(2-бромфенил)акриламида в 

растворе, мкг/мл

Найденное содержание
N-(2-бромфенил)акриламида, 

мкг/мл

Метрологические  
характеристики

(n=6; P=0,95)
n SD RSD

D
1,96 (0,049%) 2,11; 1,87; 2,07;

1,79; 1,91; 2,20
6 1,99 0,128 6,44 0,13

3,92 (0,098%) 3,83; 3,74; 3,99;
4,21; 3,69; 4,16

6 3,94 0,194 4,92 0,20

5,88 (0,147%) 6,08; 6,19; 5,91;
6,11; 5,82; 5,74

6 5,98 0,142 2,37 0,15

Таблица 4 – Оценка повторяемости (сходимости) определения 2-броманилина

Содержание 
2-броманилина 

в растворе, мкг/мл

Найденное содержание
2-броманилина, 

мкг/мл

Метрологические характеристики
(n=6; P=0,95)

n SD RSD
D

0,212 (0,0053%) 0,229; 0,216; 0,195;
0,209; 0,182; 0,202

6 0,206 0,0164 7,96 0,017

0,424 (0,0106%) 0,418; 0,442; 0,430;
0,489; 0,399; 0,503

6 0,447 0,0323 7,22 0,034

0,636 (0,0159%) 0,711; 0,632; 0,619;
0,606; 0,754; 0,698

6 0,670 0,0581 8,67 0,061

Правильность методики оценивали с помощью 
тестирования открываемости определяемых приме-
сей, введенных в плацебо (субстанцию анилокаина). 
Исследования проводили на трех уровнях концен-
траций примесей (таблицы 5–6). Границы открыва-
емости (2-бромфенил)акриламида и 2-броманилина 

с учетом доверительного интервала не выходят за 
нормируемые пределы (75–125%  – для примесей с 
содержанием от 0,1% до 1%; 50–150% – с содержани-
ем менее 0,1%), что свидетельствует о правильности 
методики.

Таблица 5 – Оценка правильности определения N-(2-бромфенил)акриламида

Содержание 
N-(2-бромфенил)  

акриламида

Открываемость
(R), %

Метрологические характеристики
(n=6; P=0,95)

n SD RSD D 
0,05% 94,15; 104,30; 88,18;

90,52; 107,29; 104,33
6 98,13 7,68 7,83 8,21

0,1% 104,72; 96,22; 100,90;
93,71; 108,64; 94,18

6 99,73 5,55 5,57 5,82

0,15% 97,30; 101,17; 104,62;
99,59; 106,16; 95,76

6 100,77 3,39 3,36 3,56

Таблица 6 – Оценка правильности определения 2-броманилина

Содержание 
2-броманилина

Открываемость
(R), %

Метрологические характеристики
(n=6; P=0,95)

n SD RSD D 
0,005% 107,2; 98,23; 104,26;

96,30; 92,05; 108,19
6 101,04 5,65 5,59 5,93

0,01% 99,59; 106,82; 114,34;
95,02; 108,37; 97,17

6 103,55 6,91 6,67 7,25

0,015% 105,36; 96,01; 101,25;
115,35; 94,96; 106,03

6 103,16 7,42 7,19 7,78

Предел обнаружения для 2-броманилина по тести-
руемой методике составил 0,015 мкг/мл (0,000375% 

от содержания анилокаина), для N-(2-бромфенил)
акриламида – 0,1 мкг/мл (0,0025%). 
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Предел количественного определения 2-брома-
нилина – 0,06 мкг/мл (0,0014% от содержания анило-
каина), для N-(2-бромфенил)акриламида – 0,85 мкг/
мл (0,02%). 

Заключение. Таким образом, разработана мето-
дика количественного определения примесей в суб-

станции анилокаина методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. Проведенная процедура 
валидации аналитической методики установила ее 
специфичность, линейность, воспроизводимость и 
правильность. Данная методика включена в проект 
фармакопейной статьи на субстанцию анилокаина. 

Introduction. The creation of highly efficient 
national medicines is one of the most important 
tasks of the Russian healthcare. In the Perm State 
Pharmaceutical Academy was synthesized and, 
together with ITC UB RAS, brought to medical use a 

local anesthetic from the group of substituted amides 
– anilocaine (2-bromanilid-3-diethylaminopropanoic 
acid hydrochloride) (Fig. 1), which is showing the 
high surface anesthetic, infiltration and conduction 
anesthesia [1].

Br

NH C

O

CH2 CH2 N

C2H5

C2H5

* HCl

Figure 1 – Structural formula of anilocaine

Structural analogues of anilocaine lidocaine and 
trimecaine that have been for a long time used in medical 
practice, are greatly inferior to him in terms of the 
severity of surface anesthetic and antiarrhythmic action 
[2]. In addition, lidocaine has a high toxicity that causes 
the development of various complications during its 
application [3]. Clinical studies of anilocaine proved its 
high efficiency in the various areas of medicine: surgery, 
endoscopy, dentistry and other areas of medical practice 
[4]. Several dosage forms of anilocaine (solutions for 
injections, solutions for external use, dressings) brought 
to medical use. With prospect of implementation in the 
medical and veterinary practice, other drugs have been 
developed for external use: ointment “Anilcam” gel 
“Anilogel” for use during the instrumental interventions 
[5], suppositories, films drug [6], spray for anesthesia in 
the veterinary medicine. 

The purity is one of the most important parameters 

of quality of pharmaceutical substances. On the basis 
of previous studies hydrolysis of the amide link and 
the reaction of ß-elimination are the main directions of 
degradation of the anilocaine molecules. The process 
of ß-elimination prevails in neutral and slightly alkaline 
medium, accompanied by the allocation of an unsaturated 
compound and diethylamine. Along with this, partial 
hydrolysis takes place along the amide link. The structure 
of unsaturated compound N-(2-bromophenyl)acrylamide 
is confirmed by the data of elementary analysis and mass 
spectrometry. In the strong acidic medium, complete 
hydrolytic cleavage takes place along the amide link with 
the liberation of 2-bromoaniline. 

Thus, the specific impurities in the substance can be 
N-(2-bromophenyl) acrylamide (the product of destruction 
of anilocaine) and 2-bromoaniline (as a starting material 
in the synthesis and as a product of hydrolytic cleavage of 
anilocaine) [7] (fig. 2).

NH2

Br

NH

Br

C

O

CH CH2

I II
Figure 2 – Structural formulas of N-(2-bromophenyl)acrylamide (I) and 2-bromoaniline (II)

The Temporary Pharmacopoeia article (TPA) for the 
anilocaine substance regulates the determination of the 
foreign impurities by thin layer chromatography (TLC) 
in a n-butanol-ethylacetate-chloroform-ammonia solu-
tion, a concentrated solution (20:20:10:0.5). An iodine 
vapour  is used as a detector. The total content of the 
foreign impurities estimated by the combination of the 
size and color intensity of their spots on the chromato-
gram of the test solution (2% solution of anilocaine in 
chloroform), in comparison with the spots on the witness 

chromatograms (0,01% anilocaine solution) should not 
exceed 0,5% [8].

Since TLC is a semi-quantitative test, the method of 
high-performance liquid chromatography is more prefer-
able in terms of accuracy and specificity for determining 
impurities [9].

The aim of this work is the development and validation 
of the procedure for the determination of  the specific foreign 
impurities in anilocaine substance by HPLC for its further in-
clusion in the draft pharmacopoeia article of the enterprise.



261

Pharmacy & Pharmacology V. 5 N 3, 2017 DOI:10.19163/2307-9266-2017-5-3-254-266

Materials and methods. The pharmaceutical sub-
stance of anilocaine (TPA 42-2946-97), 2-bromoaniline 
(Sigma-Aldrich), N-(2-bromophenyl) acrylamide (the 
substance was synthesized according to the procedure of 
[5], the chromatographic purity is not less than 99%).

The studies were performed on a high-performance 
liquid chromatography Shimadzu LC-20 Prominence (Ja-
pan) equipped with a diode array detector (SPD-M20A). 
The chromatographic column was Zorbax SB-C18 (4.6 
mm × 250 mm, 5 μm).

Registration and processing of chromatographic in-
formation was carried out with the use of the LCsolution 
software (ver.1.25).

Potassium dihydrogen phosphate, concentrated 
phosphoric acid, doubly distilled water, and acetonitrile 
(Criochrome®, grade 0) were used for the preparation of 
eluents. The pH values of the mobile phases were mon-
itored using a pH meter S400 SevenExcellence (MET-
TLER TOLEDO).

Results and discussion. The experiment on the choice 
of chromatographic conditions showed that the most opti-
mal separation of anilocaine and possible impurities (both 
identified and unidentified) by reversed-phase HPLC was 
observed in the isocratic mode when phosphate buffer with 
pH 3 at a flow rate of 1 ml/min was used. Detection was 
carried out at a wavelength of 210 nm. The chromatogram 
registration time is 20 minutes [7].

To determine the possible impurities, 0,1 g of anilo-
caine substance was placed in a 25 ml volumetric flask 
and brought to the mark with methanol (test solution). 
20 μl of the solution was injected into the chromatograph 
injector. Identification and quantitative determination of 
the identified impurities were carried out by using stan-
dard solutions of N-(2-bromophenyl) acrylamide and 
2-bromoaniline.

Based on previously obtained data on the content 
of specific impurities in serial samples of the substance, 
as well as the biological tests in assessing the safety of 
impurities, it was suggested to normalize the content of 
2-bromoaniline – not more than 0,01%; N-(2-bromophe-
nyl)acrylamide – not more than 0,1%; with single un-
identified impurity – not more than 0,1; total content of 
impurities – no more than 0,5% [7, 10].

The validation of the analytical technique was car-
ried out according to the following characteristics: spec-
ificity, linearity, accuracy, precision, detection limit, and 
quantification limit in accordance with the modern re-
quirements [11, 12].

During confirmation of the specificity of the 
procedure, we analyzed a solution of a model mix-
ture of anilocaine substance (4000 μg / ml) and pos-
sible impurities: N-(2-bromophenyl)acrylamide (4 
μg / ml) and 2-bromoaniline (0,4 μg / ml) in meth-
anol (fig .3).

Figure 3 – Chromatogram of the model mixture of anilocaine,
N-(2-bromophenyl)acrylamide (II) and 2-bromoaniline (III) (I is an unidentified impurity)
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The selected chromatographic conditions are 
characterized by high efficiency (not less than 8,000 
TT), sufficient resolving power and reproducibility. 

The calculated criteria for the suitability of the 
chromatographic system has satisfied the accepted 
acceptance criteria (Table 2).

Table 1 – Evaluation of the suitability of the chromatographic system

Retention time, 
min.

Partition co-
efficient (Rs)

Coefficient of peak 
asymmetry

Reproducibility 
of injections

(RSD)
Anilocaine 3.20±0.02 - - -
Unidentified impurity (I) 6.22±0.02 6.15 1.35 1.05
N-(2-bromophenyl) acrylamide (II) 8,80±0,02 7.84 1.51 0.87
2-bromoaniline (III) 11,30±0,03 6.40 1.24 0.52
More than 2 Eligibility criteria:

0.75 – 2.5 Less than 5

Linearity was determined at 7 concentration levels: 
0.02% to 0.4% for N-(2-bromophenyl) acrylamide, 
0.0014% to 0.044% – 2-bromoaniline (Table 2). Each of 
the prepared solutions was chromatographed 3 times. The 

calibration curves are shown in Fig. 4-5. The correlation 
coefficient in both cases was not less than 0,999, which 
indicates the linearity of the technique in the selected 
concentration range.

Table 2 – Determination of the linearity of the analytical procedure

N-(2-bromophenyl)acrylamide 2-bromoaniline

Concentration,  
μg / ml

Concentration,% of 
anilocaine content

Average 
peak area 

(n=3)

Concentration,  
μg / ml

Concentration,% of 
anilocaine content

Average 
peak area 

(n=3)
0.85 0.0213 95188 0.055 0.00138 7794
1.7 0.0425 18576 0.11 0.00275 13598
3.41 0.085 362138 0.22 0.0055 26865
5.12 0.128 573289 0.33 0.0083 42907
6.82 0.171 753534 0.44 0.011 57927
10.22 0.255 1164350 0.88 0.022 116526
17.04 0.426 1905517 1.76 0.044 227928

The regression equation (Y = aX + b)
a = 112011,7; b = 0,0

Correlation coefficient: 0,9998136

The regression equation (Y = aX + b)
a = 130047,7; b = 0,0

Correlation coefficient: 0,9998507

The precision of the validated procedure was evaluated 
in the analysis of model mixtures of anilocaine substance 
with an impurity content at 3 concentration levels: 0.05%; 
0.1% and 0.15% for N-(2-bromophenyl)acrylamide; 
0.005%; 0.01% and 0.015% for 2-bromoaniline. 
Each of the solutions was chromatographed 3 times 

in accordance with the developed procedure. The 
results of the experiment are shown in Tables 4-5. It is 
established that the relative standard deviation (RSD) 
of the measurement results does not exceed 10%, which 
indicates their satisfactory convergence at all levels of 
the considered concentrations.

Table 3 – Evaluation of the repeatability of the determination  
of N-(2-bromophenyl)acrylamide

Concentration of N- 
(2-bromophenyl)acr 

ylamide, μg/ml

Measured concentration
of N-(2-bromophenyl)acrylamide, 

μg/ml

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD
D

1.96 (0.049%) 2.11; 1.87; 2.07;
1.79; 1.91; 2.20

6 1.99 0.128 6.44 0.13

3.92 (0.098%) 3.83; 3.74; 3.99;
4.21; 3.69; 4.16

6 3.94 0.194 4.92 0.20

5.88 (0.147%) 6.08; 6.19; 5.91;
6.11; 5.82; 5.74

6 5.98 0.142 2.37 0.15
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Figure 4 – Dependence of chromatographic peak area on concentration  
N-(2-bromophenyl)acrylamide

Figure 5 – Dependence of chromatographic peak area on concentration 2-bromoaniline
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Table 4 – Evaluation of the repeatability of the determination of 2-bromoaniline

Concentration of
2-bromoaniline, μg/ml

Measured concentration
of 2-bromoaniline, μg/ml

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD
D

0.212 (0.0053%) 0.229; 0.216; 0.195;
0.209; 0.182; 0.202

6 0.206 0.0164 7.96 0.017

0.424 (0.0106%) 0.418; 0.442; 0.430;
0.489; 0.399; 0.503

6 0.447 0.0323 7.22 0.034

0.636 (0.0159%) 0.711; 0.632; 0.619;
0.606; 0.754; 0.698

6 0.670 0.0581 8.67 0.061

The accuracy of the procedure was assessed by test-
ing the detectability of detectable impurities introduced 
into a placebo (anilocaine substance). Studies were car-
ried out at three levels of impurity concentrations (Tables 
6-7). The limits of the openability of N-(2-bromophe-

nyl) acrylamide and 2-bromoaniline with respect to the 
confidence interval do not exceed the normalized limits 
(75-125% for impurities with a content of 0,1 to 1%, 50-
150% for less than 0,1%), which indicates the correct-
ness of the technique.

Table 5 – Evaluation of the accuracy of the determination  
of (2-bromophenyl)acrylamide

Concentration of N-(2-bro-
mophenyl)acrylamide

Recovery
(R), %

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD D 
0.05 % 94.15; 104.30; 88.18;

90.52; 107.29; 104.33
6 98.13 7.68 7.83 8.21

0.1 % 104.72; 96.22; 100.90;
93.71; 108.64; 94.18

6 99.73 5.55 5.57 5.82

0.15% 97.30; 101.17; 104.62;
99.59; 106.16; 95.76

6 100.77 3.39 3.36 3.56

Table 6 – Evaluation of the accuracy of the determination of 2-bromoaniline

Concentration of
2-bromoaniline

Recovery
(R), %

Metrological characteristics 
 (n=6; P=0.95)

n SD RSD D 
0.005 % 107.2; 98.23; 104.26;

96.30; 92.05; 108.19
6 101.04 5.65 5.59 5.93

0.01 % 99.59; 106.82; 114.34;
95.02; 108.37; 97.17

6 103.55 6.91 6.67 7.25

0.015% 105.36; 96.01; 101.25;
115.35; 94.96; 106.03

6 103.16 7.42 7.19 7.78

The detection limit for 2-bromoaniline according to 
the test procedure was 0.015 μg / ml (0.000375% of an-
ilocaine content), for N-(2-bromophenyl)acrylamide 0.1 
μg / ml (0.0025%).

The limit of quantitative determination of 2-bro-
moaniline is 0.06 μg / ml (0.0014% of anilocaine con-
tent), for N-(2-bromophenyl)acrylamide 0.85 μg / ml 
(0.02%).

Conclusion. Thus, a method has been developed for 
the quantitative determination of impurities in anilocaine 
substance by the method of high-performance liquid 
chromatography. The performed procedure of validation 
of the analytical technique established its specificity, lin-
earity, reproducibility and correctness. This technique is 
included in the draft pharmacopoeia article on the sub-
stance of anilocaine.
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