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Перспективным подходом к лечению аллергического ринита может стать интраназальное введение блокаторов Н1-ги-
стаминовых рецепторов. Ранее был разработан оригинальный состав спрея назального, содержащего фексофенади-
на гидрохлорид и аммония глицирризинат, демонстрирующий высокий уровень терапевтической эффективности. 
Цель состояла в разработке и валидации методики количественного определения активных фармацевтических суб-
станций фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината в спрее для интраназального введения.
Материалы и методы. В ходе разработки и валидации методики количественного определения фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината в спрее назальном применялся метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии: хроматограф с УФ детектором DionexUltimate 3000 с колонкой Luna C18 (2), содержащей в качестве 
сорбента октадецилсиликагель с зернением 5 мкм. Анализ и валидационные процедуры выполнялись в соответствии 
с требованиями Государственной Фармакопеи Российской Федерации XIV издания.
Результаты. Исследование показало, что для количественного определения при совместном присутствии фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината оптимальным является градиентный режим элюирования с составом подвиж-
ной фазы 50 ммоль/л раствор калия дигидрофосфата и метанолом (45:55), который обеспечивал разделение компонентов 
смеси в интервале 20 минут. Валидационная оценка показала, что разработанная методика отвечает всем критериям ва-
лидности по показателям: правильность, прецизионность, специфичность и линейность в аналитической области.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о возможности использования метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии в градиентном режиме элюирования с составом подвижной фазы 50 ммоль/л раствор 
калия дигидрофосфата с метанолом (45:55) для количественного определения активных фармацевтических субстан-
ций – фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината в составе перспективного спрея назального для ле-
чения аллергического ринита. 
Ключевые слова: аллергический ринит; количественное определение; высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия; фексофенадина гидрохлорид; аммония глицирризинат
Список сокращений: АР – аллергический ринит; АФС – активная фармацевтическая субстанция; УФ – ультрафиоле-
товый; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; ГФ РФ – Государственная фармакопея Российской 
Федерации; х. ч. – химический чистый
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Intranasal administration of H1-histamine receptor blockers may be a promising approach to the treatment of allergic rhinitis. 
Earlier, an original composition of a nasal spray containing fexofenadine hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate and 
demonstrating a high level of therapeutic efficacy, was developed.
The aim of the study was to develop and validate a method of the quantitative determination of active pharmaceutical 
ingredients fexofenadine hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate in a spray for intranasal administration.
Materials and methods. During the development and validation of the method of the fexofenadine hydrochloride and 
ammonium glycyrrhizinate quantitative determination in a nasal spray, the method of high performance liquid chromatography 
was used: a Dionex Ultimate 3000 UV chromatograph with a Luna C18 column (2) containing octadecylsilicagel with a 5 μm 
grain size as a sorbent. The analysis and validation procedures were performed in accordance with the requirements of the 
State Pharmacopoeia of the Russian Federation, the XIVth edition.
Results. The study showed that for the simultaneous quantitative determination of fexofenadine hydrochloride and 
ammonium glycyrrhizinate, the optimal elution regime is a gradient mode with a mobile phase containing 50 mmol/L 
potassium dihydrogen phosphate solution with methanol (45:55), which ensured the separation of the components in the 20 
minutes interval. The validation procedures showed that the developed methodology correspond to all the criteria of validity 
in terms of the following indicators: correctness, precision, specificity and linearity in the analytical area.
Conclusion. The obtained results indicate the possibility of using the method of high-performance liquid chromatography in 
a gradient elution mode with a mobile phase of the composition of a 50 mmol/L solution of potassium dihydrogen phosphate 
with methanol (45:55) for the simultaneous quantitative determination of active pharmaceutical ingredients – fexofenadine 
hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate as parts of a promising nasal spray for the allergic rhinitis treatment.
Keywords: allergic rhinitis; quantification; high performance liquid chromatography; fexofenadine hydrochloride; ammonium 
glycyrrhizinate
Abbreviations: AR – allergic rhinitis; API – active pharmaceutical ingredient; UV – ultraviolet; HPLC – high performance liquid 
chromatography; SPRF – State Pharmacopoeia of the Russian Federation

ВВЕДЕНИЕ
Аллергический ринит (АР) является наиболее 

распространенным заболеванием, возникающим 
в следствие гиперчувствительности организма к 
различного рода антигенам. АР занимает шестое 
место в мире среди наиболее распространенных 
атопических заболеваний, приводящих к снижению 
показателей качества жизни и ухудшению произво-
дительности труда, что негативно отражается на эко-
номической составляющей деятельности человека 
и требует значительных финансовых вложений, как 
личных, так и со стороны системы здравоохранения 
[1, 2]. В тоже время, количество людей, у которых 
ежегодно диагностируют аллергический ринит, не-
уклонно возрастает, что делает разработку эффек-
тивных и безопасных лекарственных средств для 
лечения и профилактики аллергического ринита ак-
туальным, как для самих пациентов, так и для госу-
дарства в целом [3]. 

Имеющиеся в настоящее время фармакологиче-
ские подходы к терапии АР подразумевают устране-
ние основных симптомов заболевания. С этой целью 
применяются как интраназальные, так и системные 
лекарственные препараты (ЛП). ЛП, вводимые интра-
назально, представлены глюкокортикостероидами, 
которые являются препаратами первой линии. Также 
возможно введение в носовую полость деконгестантов 
и антихолинергических средств. Системно в лечении 
АР применяют Н1-гистаминолитики, стабилизаторы 
мембран тучных клеток и антагонисты лейкотриено-
вых рецепторов [4]. Несмотря на достаточный уро-
вень эффективности, применение интраназальных 
глюкокортикостероидов в ряде случаев не обеспечи-

вает необходимые требования фармакобезопасности, 
что ограничивает их повседневное использование [5]. 
В связи с этим принимались неоднократные попытки 
преодолеть существующие недостатки глюкокортико-
стероидов, в том числе путем создания рациональных 
комбинаций ЛП или их полная замена на средства аль-
тернативной фармакотерапевтической группы. В по-
следнем случае актуальным является интраназальное 
применение блокаторов Н1-рецептров гистамина, при 
этом с целью увеличения терапевтического эффекта 
возможна разработка синергетических комбинаций 
на основе неседативных гистаминоблокаторов и дру-
гих антиаллергических средств [6]. Перспективным 
направлением в коррекции аллергического ринита 
можно считать применение комбинации Н1-гистами-
ноблокатора последнего поколения – фексофенадина 
гидрохлорида и противоаллергического средства рас-
тительного происхождения – аммония глицирризина-
та в составе разрабатываемого назального спрея [7].

Фексофенадин является активным метаболитом 
терфенадина – противоаллергического средства ан-
тигистаминного действия. Фексофенадин относится 
блокаторам Н1-гистаминовых рецепторов длительно-
го действия последнего поколения, лишенных выра-
женного седативного эффекта. Фексофенадин имеет 
благоприятный профиль лекарственной безопасно-
сти, превосходящий таковой у антигистаминных пре-
паратов первого поколения. Отсутствие седативного 
эффекта позволяет использовать препарат различ-
ным группам населения, в том числе в рабочее вре-
мя, так как не нарушается концентрация внимания, 
моторные и когнитивные функции [8–12].

Аммония глицирризинат является одним из эф-
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фективных лекарственных средств, получаемых из 
экстракта солодки голой. Аммонийная соль глицир-
ризиновой кислоты обладает доказанной противо-
воспалительной, антиноцицептивной, противоал-
лергической, противовирусной, антиоксидантной, 
иммуностимурующей и гепатопротекторной актив-
ностью [13–17].

В ранее проведенном исследовании, посвящен-
ном экспериментальной оценке фармакологической 
эффективности комбинации активных субстанций 
фексофенадина гидрохлорид + аммония глицириз-
зинат (вспомогательные вещества: бензалкония хло-
рид, полиэтиленоксид – 400, пропиленгликоль) при 
АР у животных, было установлено, что интраназаль-
ное введение изучаемого состава по выраженности 
действия было сопоставимо с глюкокортикостерои-
дами, что подразумевает актуальность дальнейшего 
исследования данной комбинации с позиции фарма-
цевтического анализа [18].

ЦЕЛЬ. Разработка и валидация методики коли-
чественного определения активных фармацевтиче-
ских субстанций фексофенадина гидрохлорида и ам-
мония глицирризината в спрее для интраназального 
введения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые объекты и материалы 
для проведения анализа
Основываясь на существующих в настоящее 

время тенденциях в области качественного и коли-
чественного анализа фармакологически активных 
соединений, а также на особенностях фармацевтиче-
ского анализа соединений, схожих по структуре (тер-
фенадин и глицирризиновая кислота соответствен-
но) с целевыми – фексофенадина гидрохлоридом и 
аммония глицирризинатом в данном исследовании 
нами был выбран метод высокоэффективной жид-
костной хроматографии [19, 20]. В работе в качестве 
объектов были использованы: субстанция аммония 
глицирризината (содержание 99,4%, ЗАО «ВИФИ-
ТЕХ», Россия); субстанция фексофенадина гидрохло-
рида (содержание 101,6%, Инд – Свифт Лабораториз 
Лимитед, Индия); стандартные образцы фексофе-
надина гидрохлорида (Sigma – Aldrich, США); стан-
дартные образцы аммония глицирризината (Sigma 
– Aldrich, США); ацетонитрил; вода для хроматогра-
фии; метанол (квалификации UHPLC Grade; Panreac, 
Испания), калия дигидрофосфат х. ч. Разработку 
методики проводили при помощи оборудования: 
хроматограф DionexUltimate 3000 (Thermo Scientific, 
США), снабженный УФ-детектором UVD-3000, колон-
кой Luna C18 (2) размером 150 × 4,6 мм (зернение 
октадецилсиликагеля – 5 мкм) (Phenomenex, США); 
центрифуга ОПН – 3.02 (Россия); весы аналитические 
Сартогосм, ЛВ 210-а (Россия).

Температура исследуемых образцов составляла 
20°С, температура хроматографической колонки – 

30°С, поддерживалась термостатом. Объем пробы 
составлял 20 мкл, вводился с помощью автосампле-
ра. Детектирование проводили спектрофотометри-
чески при длине волны 234 нм.  

Методы количественного анализа 
активных фармацевтических субстанций (АФС)
Количественный анализ АФС разрабатывае-

мого спрея для интраназального введения про-
водили согласно требованиям Государственной 
Фармакопеи Российской Федерации XIV из-
дания ОФС.1.2.1.2.0001.15 «Хроматография», 
ОФС.1.2.1.2.0005.15 «Высокоэффективная жидкост-
ная хроматография» и ОФС.1.1.0012.15 «Валидация 
аналитических методик»1.

Приготовление растворов 
стандартных образцов
Приготовление растворов стандартных образцов 

проводили следующим образом: точную навеску 
стандартного образца (около 30 мг для фексофена-
дина гидрохлорида и около 10 мг для аммония гли-
цирризината) помещали в мерную колбу вместимо-
стью 10 мл, добавляли около 5 мл смеси метанола и 
50 ммоль/л раствора калия дигидрофосфата (55:45), 
растворяли при перемешивании, после чего объем 
колбы доводили до метки. Переносили 2 мл полу-
ченного раствора в мерную колбу вместимостью 25 
мл, после чего доводили объем до метки тем же рас-
творителем. Перед введением растворы фильтрова-
ли через нейлоновый фильтр с размером пор 0,45 
мкм (Phenomenex, США), отбрасывая первые порции 
фильтрата.

Приготовление испытуемого раствора
Приготовление испытуемого раствора: перено-

сили 2 мл лекарственного средства в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл, добавляли до метки смесь 
метанола и 50 ммоль/л раствора калия дигидро-
фосфата (55:45), перемешивали и фильтровали че-
рез нейлоновый фильтр с размером пор 0,45 мкм 
(Phenomenex, США), отбрасывая первые порции 
фильтрата (испытуемый раствор).

Расчет содержания фексофенадина гидрохло-
рида и аммония глицирризината в лекарственном 
средстве в мг/мл проводили по формуле:

                            (1)

где: Cx – содержание определяемого компонента, мг/
мл; Sx – площадь пика определяемого компонента на 
хроматограмме испытуемого раствора, mAU×мин; 
Sст – площадь пика определяемого компонента на 
хроматограмме стандартного раствора, mAU×мин; Vx 

1 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
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– объем аликвоты лекарственного средства, мл; Vст – 
объем аликвоты раствора стандартного образца, мл; 
аст – навеска стандартного образца, мг; Р – содержа-
ние вещества в стандартном образце, %; Wx – объем 
мерной колбы, взятой для разведения лекарственно-
го средства, мл; Wст, Wст2 – объемы мерных колб, взя-
тых для разведения раствора стандартного образца, 
мл.

Расчет содержания компонентов лекарственного 
средства относительно заявленного проводили по 
формуле:

                                                                      (2)
где: Х – содержание определяемого вещества отно-
сительно заявленного, %; Сх – содержание определя-
емого вещества, мг/мл; L – заявленное содержание 
вещества в спрее назальном, мг/мл.

Приготовление растворов 
для валидационной оценки «линейность»
В мерную колбу вместимостью 10 мл помещали 

0,0300 г стандартного образца фексофенадина ги-
дрохлорида, растворяли при перемешивании в 6 мл 
смеси метанола и 50 ммоль/л раствора калия диги-
дрофосфата (55:45), после чего объем колбы доводи-
ли до метки той же смесью. Переносили в мерные 
колбы вместимостью 25 мл по 1,2; 1,6; 2,0; 2,4; 2,8 
мл полученного раствора, объем доводили до метки 
тем же растворителем.

Приготовление растворов для валидационной 
оценки по показателю «правильность» 
и «аналитическая область»
Модельная смесь была приготовлена с содер-

жанием фексофенадина гидрохлорида и аммония 
глицирризината в 60% относительно заявленного в 
спрее (0,18 г фексофенадина гидрохлорида и 0,06 г 
аммония глицирризината на 100 мл лекарственного 
средства). Далее проводили анализ полученного рас-
твора в соответствии с предлагаемой методикой. Па-
раллельно помещали по 2 мл раствора полученной 
модельной смеси в мерные колбы вместимостью 25 
мл и раздельно вносили добавки по 0,4; 0,8 и 1,2 мл 
0,3% раствора стандартного образца фексофенадина 
гидрохлорида и 0,1% раствора стандартного образ-
ца аммония глицирризината до получения уровней 
концентрации 80%; 100% и 120% относительно но-
минального. После этого объем колбы доводили до 
метки подвижной фазой с соотношением компонен-
тов на начало анализа, каждое разведение повторя-
ли трехкратно.

Статистическая обработка данных
Результаты исследований обрабатывали стати-

ческими методами, используя программный пакет 
Microsoft Excel v 13.0 с расширенными возможностя-
ми статистического анализа данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработка методики количественного 
определения фексофенадина гидрохлорида 
и аммония глицирризината при совместном 
присутствии в спрее назальном
Нашей задачей явилась разработка ВЭЖХ-ме-

тодики количественного определения активных 
фармацевтических субстанций в спрее назальном. 
В литературе отсутствует методика ВЭЖХ-анализа 
при совместном присутствии фексофенадина ги-
дрохлорида и аммония и глицирризината, однако 
описаны способы их индивидуального определе-
ния [21–24].

Предварительные исследования по разработке 
и оптимизации методики количественного опреде-
ления АФС спрея назального противоаллергического 
действия, позволили установить, что оптимальным 
водным компонентом подвижной фазы, дополни-
тельно подавляющего ионизацию, является раствор 
калия дигидрофосфата в концентрации 0,05–0,1 
моль/л с рН 4,5–4,8. Наблюдали отсутствие выра-
женной разницы при использовании 0,05 М – 0,1 М 
раствора калия дигидрофосфата, а также с целью 
минимизации потенциально негативных факторов, 
связанных с использованием солевых буферных рас-
творов, в дальнейшем использовали 50 ммоль/л рас-
твор калия дигидрофосфата.

Экспериментальное изучение хроматографиче-
ского поведения фексофенадина гидрохлорида и 
аммония глицирризината в смесях 50 ммоль/л рас-
твора калия дигидрофосфата с метанолом позволи-
ли сделать вывод о том, что метанол и его смеси с 
водой легко растворяли компоненты лекарственно-
го препарата2. Дрейф базовой линии, свойственный 
градиентному элюированию, не оказывал влияния 
на учет результатов разделения. Для сокращения 
времени анализа, улучшения разделения и умень-
шения вязкости подвижной фазы, температура хро-
матографической колонки была повышена до 30°С. 
Оптимизированные условия хроматографического 
определения представлены в таблице 1.

Типичная хроматограмма спрея назального 
представлена на рисунке 1.

Параллельно проводили хроматографирование 
растворов стандартных образцов фексофенадина 
гидрохлорида, аммония глицирризината, а также 
растворов вспомогательных веществ в составе спрея 
назального (бензалкония хлорида, полиэтиленок-
сида – 400, пропиленгликоля) и подвижной фазы. В 
предлагаемых условиях хроматографического опре-
деления осуществляется достоверное разделение 
компонентов в пределах 20 минут при некотором 
дрейфе базовой линии, свойственном градиентному 
режиму элюирования.

2 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-266-277



270

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 9, Выпуск 4, 2021

Таблица 1 – Условия хроматографического определения

Время, мин
Режим элюирования

Метанол, % 50 ммоль/л раствор калия дигидрофосфата, %
0 55 45

10 55 45
30 95 5

Таблица 2 – Характеристики пиков АФС на хроматограммах спрея назального

Компонент спрея
Хроматографические характеристики

Время удерживания 
(tR), мин

Фактор 
асимметрии (As)

Разрешение (Rs)
Эффективность (число 

теоретических тарелок, N)

Фексофенадина гидрохлорид 6,2±0,2 не более 1,2 не менее 1,5 2800
Аммония глицирризинат 16,4±0,2 не более 1,4 не менее 1,5 30000

Таблица 3 – Характеристики пиков фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината  
на хроматограммах растворов стандартных образцов

Компонент спрея
Хроматографические характеристики

Время удерживания 
(tR), мин

Фактор 
асимметрии (As)

Разрешение (Rs)
Эффективность (число 

теоретических тарелок, N)

Фексофенадина гидрохлорид 6,2±0,2 не более 1,4 не менее 1,5 2900
Аммония глицирризинат 16,4±0,2 не более 1,3 не менее 1,5 31000

Таблица 4 – Оценка воспроизводимости площадей пиков на хроматограммах стандартных растворов  
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината

Определяемый компонент Повторность 
инъекции, n

Площадь пика, 
mAU×мин Расчет RSD, %

Фексофенадина гидрохлорид

1 33,12

 = 33,16
S2 = 0,005667
SD = 0,07528
RSD = 1,25%

2 33,26
3 33,08
4 33,24
5 33,18
6 33,10

Аммония глицирризинат

1 8,13

 = 8,12
S2 = 0,002417
SD = 0,04916
RSD = 0,82%

2 8,04
3 8,12
4 8,18
5 8,16
6 8,10

Таблица 5 – Исходные данные для оценки линейности методики  
в отношении фексофенадина гидрохлорида

№ 
п/п

Концентрация раствора стандартного образца 
фексофенадина гидрохлорида, %

Площадь пика, mAU×мин (среднее значение  
из трех последовательных инъекций)

1 0,0144 19,90

2 0,0192 28,10

3 0,0240 33,16

4 0,0288 39,98

5 0,0336 48,26
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Таблица 6 – Исходные данные для оценки линейности методики в отношении аммония глицирризината

№ п/п Концентрация раствора стандартного образца 
аммония глицирризината, %

Площадь пика, mAU×мин (среднее значение из трех 
последовательных инжекций)

1 0,0048 5,01
2 0,0064 6,18
3 0,0080 8,12
4 0,0096 9,04
5 0,0112 10,45

Таблица 7 – Результаты оценки прецизионности методики количественного определения фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината (уровень повторяемости)

Компонент S пика, mAU × мин Найдено, мг/мл Метрологические характеристики

Фексофенадина 
гидрохлорид

32,91 2,98  = 2,92
S2 = 0,00188
SD = 0,04336
RSD = 1,48%
∆  = ±0,05
 = ±1,56%

 ± ∆  = 2,92 ± 0,05 мг/мл

31,86 2,88
32,13 2,91
31,76 2,87
32,27 2,92
32,76 2,96

Аммония глицирризинат

8,36 1,03  = 1,00
S2 = 0,002657
SD = 0,05154
RSD = 5,14%
∆  = ±0,05
 = ±5,40%

 ± ∆  = 1,00 ± 0,05 мг/мл

8,02 0,99
7,44 0,92
8,52 1,05
7,86 0,97
8,56 1,05

Примечание: Площадь пика раствора стандартного образца фексофенадина гидрохлорида = 33,16 mAU×cек; площадь пика раствора 
стандартного образца аммония глицирризината = 8,12 mAU×cек

Таблица 8 – Результаты оценки внутрилабораторной прецизионности методики  
количественного определения фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината

Фексофенадина гидрохлорид
Аналитик 1 Аналитик 2 Метрологические характеристики

S пика, 
mAU × мин

Найдено,  
мг/мл

S пика, 
mAU × мин

Найдено,  
мг/мл Аналитик 1 Аналитик 2

32,91 2,98 32,64 2,96
  = 2,92

S2 = 0,00188
SD = 0,04336
RSD = 1,48%

 ± ∆  =2,92 ± 0,05 мг/мл

  = 2,98
S2 = 0,001987
SD = 0,04457
RSD = 1,49%

 ± ∆  = 2,98 ± 0,05 мг/мл

31,86 2,88 33,42 3,03
32,13 2,91 33,04 3,00
31,76 2,87 32,08 2,91
32,27 2,92 33,12 3,01
32,76 2,96 32,54 2,95

tвыч = 2,04 < t (95%; 10); Fвыч = 1,06 < F (95%; 5; 5) – различия между полученными результатами случайны

Аммония глицирризинат
Аналитик 1 Аналитик 2 Аналитик 1 Аналитик 2

8,36 1,03 8,84 1,08
  = 1,00

S2 = 0,002657
SD = 0,05154
RSD = 5,15%

 ± ∆  = 1,00 ± 0,05 мг/мл

  = 1,02
S2 = 0,003107
SD = 0,055737
RSD = 5,45%

  ± ∆  = 1,02 ± 0,06 мг/мл

8,02 0,99 8,56 1,04
7,44 0,92 8,12 0,99
8,52 1,05 8,92 1,09
7,86 0,97 7,49 0,91
8,56 1,05 7,84 0,95

tвыч = 0,64 < t (95%; 10); Fвыч = 1,17 < F (95%; 5; 5) – различия между полученными результатами случайны

Примечание: Аналитик 1: площадь пика раствора стандартного образца фексофенадина гидрохлорида = 33,16 mAU×cек; площадь пика 
раствора стандартного образца аммония глицирризината = 8,12 mAU×cек; Аналитик 2: площадь пика раствора стандартного образца 
фексофенадина гидрохлорида = 33,04 mAU×cек; площадь пика раствора стандартного образца аммония глицирризината = 8,21 mAU×cек.
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Таблица 9 – Схема приготовления растворов модельной смеси с добавками растворов  
стандартных образцов АФС

Определяемый 
компонент

Внесено 
в виде 

модельной 
смеси, мг

Внесено добавки 
стандартного 
образца, мг

Суммарное расчетное 
содержание компонента 
после разведения мг/мл

Уровень 
концентрации 
относительно 

номинального, % 

Фексофенадина 
гидрохлорид

3,6 1,2 0,192 80
3,6 2,4 0,240 100
3,6 3,6 0,288 120

Аммония глицирризинат
1,2 0,4 0,064 80
1,2 0,8 0,080 100
1,2 1,2 0,096 120

Таблица 10 – Результаты оценки правильности методики количественного определения  
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината

Внесено добавки, мг Найдено добавки, мг Открываемость, % Характеристики, рассчитанные по 
значению открываемости

Фексофенадина гидрохлорид
1,20 1,26 104,84

 = 100,52%
SD = 3,76

RSD = 3,74%

1,20 1,15 95,74
1,20 1,18 98,07
2,40 2,29 95,39
2,40 2,44 101,69
2,40 2,52 104,95
3,60 3,69 102,54
3,60 3,53 98,07
3,60 3,72 103,36

Аммония глицирризинат
0,4 0,36 90,00

 = 95,79%
SD = 7,51

RSD = 7,84%

0,4 0,34 85,00
0,4 0,36 90,00
0,8 0,82 102,50
0,8 0,85 106,25
0,8 0,78 97,50
1,2 1,14 95,00
1,2 1,09 90,83
1,2 1,26 105,00

Рисунок 1 – Хроматограмма испытуемого раствора
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Рисунок 2 – График зависимости площади пика фексофенадина гидрохлорида от его концентрации

Рисунок 3 – График зависимости площади пика аммония глицирризината от его концентрации

Для оценки пригодности хроматографической 
системы последовательно анализировали в шести-
кратной повторности растворы спрея назального и 
стандартных образцов фексофенадина гидрохло-
рида и аммония глицирризината, определяя время 
удерживания, факторы асимметрии, разрешение и 
эффективность хроматографической системы.

Основные характеристики пиков фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината на хрома-
тограммах раствора спрея назального и растворов 
стандартных образцов представлены в таблицах  
2 и 3.

Представленные результаты свидетельствуют 
о том, что времена удерживания двух основных 
пиков на хроматограмме раствора спрея назаль-
ного совпадают с таковыми для пиков на хро-
матограммах растворов стандартных образцов 
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицир-
ризината.

По площадям пиков, полученных при анали-
зе шести последовательных инъекций растворов 

стандартных образцов, проводили расчёт величины 
относительного стандартного отклонения (RSD). Ре-
зультаты представлены в таблице 4.

Как следует из представленных результатов, от-
носительное стандартное отклонение площадей 
пиков фексофенадина гидрохлорида и аммония гли-
цирризината, полученных при повторных введениях 
одних и тех же стандартных растворов, не превыша-
ют 2%, что отвечает критериям пригодности хромато-
графической системы. 

Таким образом, характеристики пиков на хрома-
тограммах как раствора спрея назального, так и рас-
творов стандартных образцов отвечают общеприня-
тым параметрам пригодности хроматографической 
системы: эффективность хроматографической ко-
лонки, рассчитанная по пикам определяемых ве-
ществ – не ниже 2000 теоретических тарелок, фак-
торы асимметрии пиков находятся в пределах от 
0,8 до 1,5; относительное стандартное отклонение 
площадей пиков определяемых веществ не превы-
шает 2%.
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Валидационная оценка 
разработанной методики
Критерием оценки аналитической методики слу-

жит ее валидационная оценка. Валидацию методики 
ВЭЖХ – анализа для количественного определения 
компонентов спрея назального проводили в соответ-
ствии с ГФ РФ XIV издания для решения практических 
вопросов осуществления валидационных процедур 
руководствовались литературными данными3.

Специфичность методики определения фексофе-
надина гидрохлорида и аммония глицирризината в 
спрее назальном подтверждалась соответствием вре-
мен удерживания основных пиков на хроматограмме 
испытуемого раствора и пиков растворов стандартных 
образцов фексофенадина гидрохлорида и аммония 
глицирризината. Анализ модельной смеси, состоящей 
из вспомогательных веществ спрея назального, под-
твердил отсутствие посторонних хроматографических 
пиков в областях выхода пиков фексофенадина ги-
дрохлорида и аммония глицирризината4.

Линейность в отношении фексофенадина ги-
дрохлорида и аммония глицирризината устанавли-
вали с использованием растворов стандартных об-
разцов. Диапазон концентраций растворов включал 
предполагаемую аналитическую область методики 
– от 80 до 120% каждого компонента5.

Растворы хроматографировали в вышеописан-
ных условиях в трехкратной повторности, результаты 
представлены в таблице 5. 

Полученные данные использовали для построе-
ния графика зависимости площади пика от концен-
трации фексофенадина гидрохлорида (рисунок 2).

Линейный регрессионный анализ полученных 
результатов методом наименьших квадратов позво-
лил установить, что зависимость площади пика фек-
софенадина гидрохлорида от его концентрации ли-
нейна и описывается уравнением у = 1429(±264,2) × 
х – 0,42; коэффициент корреляции составляет 0,9971, 
а свободный член уравнения является статистически 
незначимым, что имеет важное значение для под-
тверждения правильности методики.

Линейность методики в отношение аммония 
глицирризината проводили аналогичным образом. 
Растворы для хроматографирования получали раз-
бавлением исходного 0,1% раствора стандартного 
образца аммония глицирризината. Результаты опре-
деления представлены в таблице 6.

Калибровочный график, построенный по полу-
ченным данным, представлен на рисунке 3.

Анализ полученной зависимости показал, что 
она описывается линейным уравнением вида у = b × 

3 Валидация аналитических методик для производителей лекарств 
/ Под ред. В.В. Береговых. – М.: Литтерра, 2008. – 132 с.
4 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
5 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php

х + а, где b = 858,75 ± 204,59. Свободный член урав-
нения равен 0,89, однако его статистическая значи-
мость отсутствует. Коэффициент корреляции равен 
0,9951, что соответствует предъявляемым требова-
ниям (≥0,98)6.

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют об удовлетворительной линейности ме-
тодики определения фексофенадина гидрохлорида 
и аммония глицирризината.

Прецизионность методики оценивали путем 
анализа образца спрея назального в шестикратной 
повторности (уровень повторяемости). Для оценки 
внутрилабораторной прецизионности анализ испы-
туемого образца проводился другим аналитиком в 
другие дни с использованием того же оборудования. 
Результаты оценки прецизионности представлены в 
таблицах 7 и 8. 

Полученные результаты свидетельствуют об 
удовлетворительной прецизионности предлагаемой 
методики количественного определения компонен-
тов разрабатываемого спрея назального на уровнях 
повторяемости и внутрилабораторной прецизионно-
сти.

Установлено, что среднее содержание фексофе-
надина гидрохлорида в исследуемом образце спрея 
назального составляет 2,92 ± 0,05 мг/мл (97% от за-
явленного; относительная погрешность определения 
±1,56%); аммония глицирризината 1,00 ± 0,05 мг/мл 
(100% от заявленного; относительная погрешность 
определения ±5,4%).

Учитывая то, что спрей назальный является мно-
гокомпонентным, правильность методики проверя-
ли с использованием метода добавок7.

Схема получения растворов с добавками пред-
ставлена в таблице 9.

Результаты определения правильности методики 
представлены в таблице 10.

Как следует из полученных результатов, открыва-
емость внесенных добавок фексофенадина гидрох-
лорида находилась в интервале от 95 до 105%, аммо-
ния глицирризината – от 85 до 106,25% при величине 
RSD не более ±3,74% и ±7,84% соответственно, что 
соответствует предъявляемым требованиям8. Таким 
образом, предлагаемая методика характеризуется 
удовлетворительной правильностью.

Аналитический диапазон методики относитель-
но номинальной концентрации определяемых ве-
ществ в спрее назальном составил от 80% до 120%.

Известно, что метод высокоэффективной жид-

6 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
7 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
8 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
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костной хроматографии наряду с другими методами, 
все чаще используется при проведении как каче-
ственного, так и количественного анализа активных 
фармацевтических субстанций. Особую актуальность 
данный метод приобретает в ходе анализа комби-
наций фармакологически активных соединений, 
представленных в одной лекарственной форме. 
Как указывает Ibrahim F. A., et al. (2019), используя 
высокоэффективную жидкостную хроматографию 
с УФ-детектированием можно успешно проводить 
идентификацию и количественное определение ак-
тивных компонентов в комбинациях моксифлокса-
цина (синтетическое антибактериальное средство 
группы фторхинолонов) с глюкокортикостероидами, 
предназначенными для системного применения – 
дексаметазоном и преднизолоном. Причем в дан-
ном исследовании авторами использовался ориги-
нальный подход из области «зеленой химии» без 
использования токсичных органических растворите-
лей: в качестве элюента в изократическом режиме 
определения использовалась смесь этанол:вода в 
соотношении 90:10 [25]. 

В другом исследовании, проведеннjм авторским 
коллективом Al-Sanea M. M. et al (2021), показано, что 
метод высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии позволяет успешно количественно определять 
активные субстанции в широко распространённых 
комбинациях антигипертензивных препаратов: ги-
дрохлоротиазид+олмесартана; медоксомил и гидрох-
лоротиазид+фозиноприл-натрий. Стоит отметить, что 
в данной работе изократический режим определения 
с подвижной фазой дигидрофосфат калия + орто-
фосфорная кислота (рН=3) с добавлением ацетони-
трила и метанола позволял не только качественно и 
количественно определять целевые соединения, но 
и идентифицировать ряд специфических примесей, 
например, хлоротиазид, который является продуктом 
реакции дегидрирования гидрохлоротиазида [26].

Учитывая широкую распространенность метода 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, а 
также его высокие аналитические характеристики, 
неудивительно, что высокоэффективная жидкостная 
хроматография распространена в фармацевтическом 
анализе лекарственных препаратов противоаллерги-
ческого действия и их комбинаций. Так, Shamshad Н., 
et al., (2021), показано, что возможна успешная иден-
тификация и количественное определение цетиризи-
на в присутствии хлорохина и пириметамина, с при-
менением изократического режима элюирования 
смесью метанол:вода (70:30) и УФ-детекцией [27]. 
Аналогично, Shamshad & Mirzа (2021), продемон-
стрировали возможность определения цетиризина 
в присутствии диклофенака натрия [28]. Лоратадин 
может быть успешно идентифицирован в комбина-
ции с псевдоэфедрином при использовании в каче-
стве элюента смеси метанол:вода (90:10) в изократи-
ческом режиме [29]. 

Кроме того, высокоэффективная жидкостная 

хроматография позволяет разделять вещества, об-
ладающие противоаллергическими свойствами от 
их метаболитов (в том числе проявляющих фармако-
логическую активность), что было показано Sebaiy & 
Ziedan (2019). В данной работе авторы идентифици-
ровали и определили количественно лоратадин и его 
активный метаболит дезлоратадин (который также 
является антиаллергическим препаратом, блокиру-
ющим Н1-рецепторы гистамина) при элюировании 
смесью метанол + ортофосфорная кислота (85:15) в 
изократическом режиме и детекцией УФ-спектрофо-
тометрическим блоком [30]. 

Известны методики качественного и количе-
ственного определения фексофенадина гидрохло-
рида в одной лекарственной форме с монтелукастом 
натрия и амброксола гидрохлоридом в изократиче-
ском режиме элюирования смесью метанол:вода 
(70:30) и УФ-детекцией [31] 

Таким образом, на основании литературных дан-
ных в настоящем исследовании для качественного и 
количественного определения активных субстанций 
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирри-
зината был использован метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с УФ-детектированием. В 
ходе работы было показано, что в силу различной рас-
творимости целевых субстанций, изократический ре-
жим элюирования не позволяет достичь оптимально-
го разделения компонентов при продолжительности 
анализа менее 30 минут, что определило использо-
вание градиентного режима. Стоит отметить, что по-
добные обстоятельства замены режима анализа были 
описаны в литературе. Так Leistner & Holzgrabe (2021) 
при анализе примесей к субстанции баклофена ис-
пользовали градиентный режим, поскольку существу-
ющие примеси для данного вещества представлены 
труднорастворимыми цвиттер-ионами [32] Аналогич-
но анализировались 11 примесей субстанции ивабра-
дина [33] и комбинации фармакологически активных 
соединений парацетамола и метионина [34].

Дальнейший ход исследования показал, что раз-
работанная методика анализа является воспроизво-
димой и отвечает всем требованиям валидности, что 
особенно важно в анализе комбинаций лекарствен-
ных средств. Как указывает Narula & Pal (2021), вали-
дационная оценка методик анализа является необ-
ходимым шагом в создании рациональных методов 
анализа лекарственных препаратов и занимает одно 
из ведущих мест в ходе их разработки [35]. Известны 
случаи, когда оптимальные методики анализа (диа-
зепам, метформин) не отвечали требованиям валид-
ности и, соответственно, не могли быть использова-
ны для практического применения [36]. В этой связи 
разработанная методика совместного определения 
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицир-
ризината в спрее назальном противоаллергического 
действия является пригодным аналитическим ин-
струментом фармацевтического анализа. 

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-266-277
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