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ВИЗНАЧЕННЯ НІМЕСУЛІДУ В СИРОВАТЦІ КРОВІ МЕТОДОМ
ВИСОКОЕФЕКТИВНОЇ РІДИННОЇ ХРОМАТОГРАФІЇ
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ВІННИЦЬКИЙ�НАЦІОНАЛЬНИЙ�МЕДИЧНИЙ�УНІВЕРСИТЕТ�ІМ.�М.І.�ПИРОГОВА

Розроблено�простий�та�швид±ий�метод�визначення�німес¾лід¾�в�плазмі�±рові.�0,2�мл�сироват±и�±рові
під±ислювали�0,02�мл�1�М�соляної�±ислоти.�До�проби�додавали�вн¾трішній�стандарт�(індометацин)�та
0,6 мл�ацетонітрил¾.�С¾міш�стр¾ш¾вали�протя�ом�1�хв.�Після�завершення�однофазної�е±стра±ції�проб¾
центриф¾�¾вали�при�3000�об./хв�протя�ом�30�хв.�Надосадов¾�рідин¾�після�фільтр¾вання�на�фільтрі�з
розміром�пор�0,45�м±м�вводили�в�хромато�рафічн¾�±олон±¾�(20�м±л).�Колон±¾�розміром�125x4�мм�б¾ло
заповнено�сорбентом�Hypersil�BDS�C18�з�розміром��ран¾л�5�м±м.�Застосовано�ізо±ратичне�елюювання
зі�с±ладом�мобільної�фази�–�50�%�0,03�М�цитратно�о�б¾фера�(рН=3,1)�і�50�%�ацетонітрил¾,�швид±ість
елюювання�–�600�м±л/хв,�температ¾ра�±олон±и�–�20�°С.�Дете±т¾вання�німес¾лід¾�проводили�при�довжині
хвилі�240�нм.�За�цих�¾мов�час�виход¾�німес¾лід¾�з�±олон±и�с±ладав�5,9�хв,�а�час�виход¾�вн¾трішньо�о
стандарт¾�(індометацин¾)�–�8,5�хв.�У�діапазоні�±онцентрацій�німес¾лід¾�в�сироватці�від�0,2�до�50�м±�/мл
збері�алась�пропорційна�залежність�між�площею�хромато�рафічно�о�пі±¾�та�±іль±істю�препарат¾�в�пробі.

КЛЮЧОВІ�СЛОВА:�німесÀлід,�висо³оефе³тивна�рідинна�хромато�рафія.

ВСТУП.� НімесÀлід� (4-нітро-2-фено³симе-
тансÀльфонанілід)�належить�до�широ³о�засто-
совÀваних� в� ³лініці� нестероїдних� протиза-
пальних�препаратів�(НПЗП).�Фарма³оло�ічний
ефе³т� більшості� НПЗП� тісно� пов’язаний� з
особливістю�їх�фарма³о³інети³и.�У�чисельних
дослідженнях�бÀло� виявлено� ³ореляцію�між
величиною�протизапальної�дії�НПЗП�та�пара-
метрами� їх�фарма³о³інети³и:� стаціонарною
³онцентрацією�препаратів� À� ³рові� пацієнтів,
періодом�їх�напіввиведення,�площею�під�фар-
ма³о³інетичною�³ривою,�середнім�часом�Àтри-
мання�препаратів�À�плазмі�³рові�[2,�5,�10].

Головним�метаболітом�німесÀлідÀ�є�продÀ³т
йо�о��ідро³силювання�–�4-�ідро³синімесÀлід�[4,
9,�11].�Ідентифі³овано�та³ож�продÀ³ти�віднов-
лення�німесÀлідÀ�по�нітро�рÀпі,�ацетилювання
по�аміно�рÀпі�та�інші�³он’ю�овані�похідні.�Слід
взяти� до� Àва�и,�що�метаболіти� німесÀлідÀ,
порівняно�з�незміненою�формою�препаратÀ,
проявляють�незначні�протизапальнÀ�та�знебо-
лювальнÀ�дії�[3].

Розроб³а� нових� лі³арсь³их�форм�цьо�о
препаратÀ�потребÀє�визначення�³онцентрації
німесÀлідÀ�з�метою�вивчення�йо�о�розподілÀ
по�ор�анах� та�дослідження�параметрів�йо�о
фарма³о³інети³и,�що,�À�свою�чер�À,�є�необхід-

ним�для�відпрацьовÀвання�частоти�призначення
препаратÀ�і�величини�йо�о�дози.

Звідси�стає�зрозÀмілим,�що�для�визначення
індивідÀальних�параметрів�фарма³о³інети³и
німесÀлідÀ�(а�це�необхідно,�щоб�підтримÀвати
³онцентрацію� препаратÀ� в� терапевтичних
межах)�існÀє�потреба�в�швид³омÀ�та�дешевомÀ
методі�визначення�йо�о�³онцентрації�в�біоло-
�ічних�рідинах.

ІснÀючі�методи�визначення�німесÀлідÀ�базÀ-
ються�на�е³стра³ції�речовини�з�плазми�в��ідро-
фобний�розчинни³�(найчастіше��ало�енал³ани)
з�подальшою�рее³стра³цією�і�настÀпним�хрома-
то�рафічним�визначенням�[6-8].

Одна³,� я³� по³азали� наші� дослідження,
стÀпінь�е³стра³ції�німесÀлідÀ�з�біоло�ічних�рідин
досить�низь³ий�(не�перевищÀє�70�%)�і,�до�то�о
ж,� значно� варіює.�Для�дослідження�фарма-
³о³інети³и�дано�о�препаратÀ�бÀло�розроблено
власний� метод� із� застосÀванням� висо³о-
ефе³тивної�рідинної�хромато�рафії,�я³ий�доз-
воляє�відмовитись�від�попередньої�е³стра³ції
німесÀлідÀ�в��ідрофобний�розчинни³.�Замість
двофазної�е³стра³ції� ви³ористовÀвали�одно-
фазнÀ,� ³оли� один� з� ³омпонентів� рÀхливої
хромато�рафічної�фази�(ацетонітрил)�додавали
безпосередньо�до�сироват³и�³рові.�Я³�стан-
дартний�зразо³�застосовÀвали�німесÀлід�фірми
“Sigma”�(USA).

©� О.С.� Азаров,� Я.П.� Вербіловсь³ий,� Н.І.� ВолощÀ³,
О.В. Ільчен³о,��2008.
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При�розробці�методÀ�відомÀ�³іль³ість�пре-
паратÀ�додавали�до�сироват³и,�я³а�не�містила
німесÀлідÀ.�При�цьомÀ�бÀло�встановлено,�що
сироват³а�³рові�не�містить�речовин,�час�виходÀ
я³их� з� ³олон³и� збі�ався� б� з� часом� виходÀ
німесÀлідÀ.

МЕТОДИ�ДОСЛІДЖЕННЯ.�0,2�мл�сироват³и
³рові�під³исляли�0,02�мл�1�М�соляної�³ислоти,
після� перемішÀвання� додавали� внÀтрішній
стандарт�–�0,05�мл�індометацинÀ�(фірми�“Sigma”,
USA)�з�³онцентрацією�5�м³�/мл,�після�перемі-
шÀвання�–�0,6�мл�ацетонітрилÀ.�ПробÀ�енер�ій-
но� стрÀшÀвали� протя�ом� 1� хв.� За� цей� час
пра³тично�весь�доданий�німесÀлід�(приблизно
90�%)�переходив�À�розчин.�Далі�пробÀ�центри-
фÀ�Àвали� при� 3000� об./хв� протя�ом� 30� хв.
НадосадовÀ�рідинÀ�фільтрÀвали�на�мембран-
номÀ�фторопластовомÀ�фільтрі�МФФКГ-3�(НПФ
“Біохром”)�з�розміром�пор�0,45�м³м.

Кіль³існе�визначення�німесÀлідÀ�проводили
на� висо³оефе³тивномÀ�рідинномÀ� хромато-
�рафі�HP-1100�на�³олонці�розміром�125×4�мм,
заповненій�твердою�фазою�Hypersil�BDS�C18
з�розміром��ранÀл�5�м³м.�У�³олон³À�вводили
20�м³л� відфільтрованої� надосадової� рідини.
Застосовано�ізо³ратичне�елюювання�зі�с³ла-
дом�мобільної�фази�–�50�%�0,03�М�цитратно�о
бÀфера�(рН=3,1)�і�50�%�ацетонітрилÀ,�швид³ість
елюювання�–�600�м³л/хв,�температÀра�³олон-
³и –�20�°С.�Дете³тÀвання�німесÀлідÀ�проводили
при�довжині� хвилі� 240�нм.�За�цих� Àмов� час
виходÀ�німесÀлідÀ�з�³олон³и�с³ладав�5,92�хв,�а
час�виходÀ�внÀтрішньо�о�стандартÀ� (індоме-
тацинÀ)�–�8,45� хв.�В�діапазоні� ³онцентрацій
німесÀлідÀ� від�0,2�до�50�м³�/мл�збері�алась
пропорційна�залежність�між�площею�хромато-
�рафічно�о�пі³À�та�³іль³істю�препаратÀ�в�пробі.
Встановлено,�що�відношення�площі�пі³ів�індо-
метацинÀ�(внÀтрішньо�о�стандартÀ)�до�площі
пі³ів�німесÀлідÀ�є�величиною�сталою�і�дорівнює
1,77�за�Àмови�рівності�їх�³онцентрацій,�вира-
жених�в�одиницях�маси�на�одниницю�об’ємÀ

(м³�/мл).�Концентрацію�німесÀлідÀ�в�сироватці
³рові�розраховÀвали�за�та³ою�формÀлою:

i

i21H

S

CKKS
=C

⋅⋅⋅
,

де�Sн�–�площа�пі³À�німесÀлідÀ;
Sі –�площа�пі³À�індометацинÀ;
K1 –� ³алібрÀвальний� ³оефіцієнт� –� відно-

шення�площі�пі³ів�індометацинÀ�до�площі�пі³ів
німесÀлідÀ,�взятих�в�одна³ових�³онцентраціях
(за�нашими�даними,�K1=1,77);

K2 –�³оефіцієнт�розведення�–�відношення
об’ємÀ�проби�після�додавання�всіх�³омпонентів
до�вихідно�о�об’ємÀ�проби� (в�наших�Àмовах
K2=4,35);

Сі –�³онцентрація�внÀтрішньо�о�стандартÀ
в�³ожній�пробі�(Сі=5,75�м³�/мл).

РЕЗУЛЬТАТИ�Й�ОБГОВОРЕННЯ.�Нами�до-
сліджені�та³ож�метроло�ічні�параметри�методÀ
визначення� німесÀлідÀ.� БÀло� виявлено,�що
запропонований�метод�хара³теризÀється�точ-
ністю,�достатньою�відтворюваністю�та�висо³ою
чÀтливістю.

Та³,�при�визначенні�німесÀлідÀ,�додано�о
до� сироват³и� À� ³онцентраціях� від� 0,50� до
4,00 м³�/мл�(серіями�по�5�паралельних�проб),
величина�відносної� похиб³и�середньо�о�ре-
зÀльтатÀ�не�перевищÀвала�3,5�%�для�довірчо�о
інтервалÀ� Р=0,95.� Нижня�межа� визначення
дано�о�препаратÀ�с³ладала�25�н�/мл� (відно-
шення�“си�нал/шÀм”�>�10).

Метод�бÀв�ви³ористаний�для�визначення
німесÀлідÀ�в�дея³их�роботах�(напри³лад,�[1])
та� виявився�швид³им,� зрÀчним�À� ви³онанні,
потребÀючи�мінімальної�рÀчної�праці.

ВИСНОВОК.�Розроблено�чÀтливий,�прос-
тий�À�ви³онанні�та�відтворюваний�метод�ви-
значення�німесÀлідÀ�в�біоло�ічних�рідинах,�я³ий
поля�ає�в�е³стра³ції�препаратÀ�ацетонітрилом
і�йо�о�визначенні�методом�висо³оефе³тивної
рідинної�хромато�рафії.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НИМЕСУЛИДА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ МЕТОДОМ
ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

А.С.�Азаров,�Я.П.�Вербиловс³ий,�А.В.�Ильчен³о
ВИННИЦКИЙ�НАЦИОНАЛЬНЫЙ�МЕДИЦИНСКИЙ�УНИВЕРСИТЕТ�ИМ.�Н.И.�ПИРОГОВА

Резюме
Разработан�простой�и�быстрый�метод�определения�нимес¾лида�в�плазме�±рови.�0,2�мл�сыворот±и

±рови�под±исляли�0,02�мл�1�М�соляной�±ислоты.�К�пробе�добавляли�вн¾тренний�стандарт�(индометацин)
и�0,6�мл�ацетонитрила.�Смесь�встряхивали�на�протяжении�1�мин.�По�завершении�однофазной�э±стра±ции
проб¾�центриф¾�ировали�при�3000�об./мин�в�течение�30�мин.�Надосадочн¾ю�жид±ость�после�фильтрования
на�фильтре�с�размером�пор�0,45�м±м�вводили�в�хромато�рафичес±¾ю�±олон±¾�(20�м±л).�Колон±¾�размером
125×4�мм�было�заполнено�сорбентом�Hypersil�BDS�C18�с�размером��ран¾л�5�м±м.�Применено�изо±ра-
тичес±ое�элюирование�с�составом�мобильной�фазы�–�50�%�0,03�М�цитратно�о�б¾фера�(рН=3,1)�и�50�%
ацетонитрила,�с±орость�элюирования�–�600�м±л/мин,�температ¾ра�±олон±и�–�20�°С.�Дете±цию�нимес¾лида
проводили�при�длине�волны�240�нм.�При�этих�¾словиях�время�выхода�нимес¾лида�с�±олон±и�составляло
5,9�мин,�а�время�выхода�вн¾тренне�о�стандарта�(индометацина)�–�8,5�мин.�В�диапазоне�±онцентраций
нимес¾лида� в� сыворот±е�от� 0,2� до� 50�м±�/мл� сохранялась� пропорциональная� зависимость�межд¾
площадью�хромато�рафичес±о�о�пи±а�и�±оличеством�препарата�в�пробе.

КЛЮЧЕВЫЕ�СЛОВА:�нимесÀлид,�высо³оэффе³тивная�жид³остная�хромато�рафия.

DETERMINATION OF NIMESULIDE IN BLOOD SERUM BY METHOD
OF HIGHLY-EFFECTIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY

O.S.�Azarov,�Ya.P.�Verbilovsky,�N.I.�Voloshchuk,�O.V.�Ilchenko
VINNYTSIА�NATIONAL�MEDICAL�UNIVERSITY�BY�M.I.�PYROHOV

Summary
An�easy�and�rapid�method�for�nimesulide�determination�in�blood�plasma�was�developed.�0,2�ml�of�blood

serum�acidified�with�0,02�ml�1�M�chloric�acid.�The�internal�standard�(indometacine)�and�0,6�ml�of�acetonitrile
were�added�to�the�sample.�The�mixture�was�shaked�for�1�min.�After�finishing�the�one-phase�extraction�the
sample�was�centrifugated�at�3�000� rpm�during�30�min.� The�above-sediment� liquid�was�administered� into
chromatographic�column�after�its�filtration�through�the�filter�with�the�pore�size�0,45�mcm.�The�column�sized
125×4�mm�was�filled�in�with�sorbent�Hypersil�BDS�c�18�with�the�size�of�granules�5�mcm.�The�isocratic�elutriation
with�the�next�composition�of�mobile�phase:�50�%�0,03�M�citrate�buffer�(pH=3,1)�and�50�%�acetonitrile,�the
flow-rate�–�600�mcl/min,�the�column�temperature�–�20�°C.�Nimesulide�detection�was�performed�at�the�wave-
length�240�nm.�Under�such�conditions�the�time�of�nimesulide�output�from�the�column�was�5,9�min�and�the�time
of�internal�standard�(indomethacine)�output�was�8,5�min.�In�the�range�of�nimesulide�concentration�in�serum
from�0,2�to�50�mkg/ml�remained�the�proportional�dependence�between�the�area�of�chromatographic�peak
and�amount�of�medication�in�the�sample.

Key�words:�nimesulide,�highly-effective�liquid�chromatography.
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