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Резюме
Введение. Препараты эноксапарина натрия включены в актуальные протоколы лечения COVID-19. При увеличении объема выпуска таких 
препаратов лаборатории контроля качества испытывают потребность в доступных и точных методиках идентификации и количественного 
определения активного вещества в лекарственных средствах. Учитывая, что фармакопейные методы требуют дорогостоящих стандартов, 
реагентов, недоступных многим лабораториям, разработка более доступного метода позволит ускорить и удешевить процесс контроля 
качества препаратов, содержащих эноксапарин натрия.
Цель. Разработка и валидация простого, экономичного, точного метода гельпроникающей высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) с применением рефрактометрического детектора для оценки эноксапарина натрия в инъекционных препаратах. 
Материалы и методы. Объектом исследования явились образцы субстанции и коммерческих препаратов, содержащих эноксапарин 
натрия. Определение подлинности и количественного содержания активного вещества проводили методом гельпроникающей ВЭЖХ на 
хроматографе 1260 Infinity (Agilent Technologies, США), оснащенном дифференциальным рефрактометрическим детектором.
Результаты и обсуждение. В ходе работы проанализированы стандартные валидационные характеристики: специфичность, линейность, 
прецизионность и правильность метода. Анализ данных показал высокую специфичность и пригодность разработанной методики 
критериям приемлемости для хроматографических систем. Метод рекомендован к использованию для рутинного контроля готовых 
лекарственных средств или полупродукта, содержащих от 25 до 200 мг/мл эноксапарина натрия.
Заключение. Разработанный метод является пригодным для использования в рутинном контроле качества инъекционных препаратов, 
содержащих эноксапарин натрия в качестве действующего вещества.
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Abstract
Introduction. Enoxaparin sodium-containing drugs are included in relevant protocols for COVID-19 therapy. An increase in the production volume 
of such drugs leads to a demand for available and precise methods of identification and quantitative measurement of the active ingredient in 
the preparations. Considering the fact that pharmacopoeial methods require significant amount of expensive standards and reagents that are 
unavailable for numerous laboratories, it is relevant to develop a more available method that will accelerate and make cheaper the process of 
quality control for enoxaparin sodium-containing preparations.
Aim. To develop and validate a simple, economic, and precise method of gel-permeation HPLC with the application of a refractive index detector 
for the evaluation of enoxaparin sodium in preparations for injection. 

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods

© Пшеничнов Е. А., Кондрашева К. В., 2023
© Pshenichnov E. A., Kondrasheva K. V., 2023

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2023-12-1-76-83&domain=pdf&date_stamp=2023-02-24


77РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 1

Materials and methods. Samples of enoxaparin sodium-containing substances and commercial preparations were studied. The identification and 
quantitative content of the active ingredient were performed by the method of gel-permeation HPLC using a 1260 Infinity (Agilent Technologies, 
USA) chromatograph equipped with a refractive index detector.
Results and discussion. The authors analyzed standard validation characteristics: specificity, linearity, precision, and accuracy of the method. The 
analysis revealed high specificity and suitability of the proposed method to chromatographic symmetrical multiprocessing systems. The method 
is recommended for routine control of finished and semi-finished pharmaceutical preparations containing from 25 to 200 mg/ml of enoxaparin 
sodium-containing.
Conclusion. The proposed method can be used for routine quality control of enoxaparin sodium-containing preparations for injection.
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ВВЕДЕНИЕ
Актуальные на сегодняшний день протоколы ле-

чения заболевания COVID-19, вызываемого корона-
вирусом SARS-CoV-21, включают антикоагулянты пря-
мого действия, в том числе, содержащие в качестве 
основного действующего вещества (API) эноксапарин 
натрия2. 

Согласно требованиям Фармакопеи США, под-
линность эноксапарина натрия в API и его инъекци-
онных препаратах устанавливается спектрофотоме-
трически, путем определения максимума поглощения; 
на основании сравнения спектров 13С ЯМР стандарт-
ного и испытуемого растворов; по отношению чис-
ловых значений активности анти-фактора Ха к актив-
ности анти-фактора IIа и определению молекулярной 
массы методом эксклюзионной хроматографии3. Ко-
личественное определение рекомендуется прово- 
дить фотоколориметрическим методом по образова-
нию окрашенных соединений при взаимодействии 
хромогенных реагентов с комплексами эноксапарин  – 
фактор свертывания крови Ха и эноксапарин – фак-
тор свертывания крови IIа. Эти методы трудоемки, 
требуют наличия специального аналитического обо-

1 Naming the coronavirus disease (COVID-19) and the virus 
that causes it. Available at: https://www.who.int/emergencies/
diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/naming-
the-coronavirus-disease-(covid-2019)-and-the-virus-that-
causes-it. Accessed: 24.03.2022.

2 Протокол лечения COVID-19 медицинского центра МГУ. 
Доступно по: http://mc.msu.ru/protokol-COVID-MNOC.pdf. 
Ссылка активна на 24.03.2022.

3 USP–NF. Available at: https://www.uspnf.com/ Accessed: 
24.03.2022.

рудования и дорогостоящих факторов свертывания 
крови, недоступных многим лабораториям контроля 
качества. Кроме этого, спектрофотометрические ме- 
тоды не применимы для препаратов, содержащих 
вспомогательные вещества, например, бензиловый 
спирт. Поэтому для испытательных лабораторий фар-
мацевтических предприятий и регуляторных органов 
необходимо внедрение более доступных, специфич-
ных и универсальных методик идентификации и ко-
личественного определения эноксапарина в лекарст- 
венных препаратах. 

В настоящее время подробно описаны современ-
ные способы определения активности гепаринов в 
зависимости от их молекулярной массы [1], включая 
коагулометрический и хромогенный методы. Пред-
ложен УФ-спектрофотометрический метод количест- 
венной оценки эноксапарина натрия по определе-
нию анти-Ха и анти-IIа активности в условиях in vitro 
(анализ лекарственного средства) и in vivo (анализ 
плазмы крови кролика) при длине волны 405 нм  [2]. 
А также описана менее затратная по времени и реак-
тивам методика количественного определения непо-
средственно эноксапарина натрия в растворе. Ана-
лиз проводили спектрофотометрически при длине 
волны 234  нм, но специфичность данного метода не 
представлена [3].

Учитывая сложную структуру низкомолекуляр-
ных гепаринов, был предложен метод масс-спектро-
метрии для выяснения тонкой структуры веществ  [4], 
что, несомненно, важно во время разработки препа-
ратов-генериков или дополнительного контроля ка- 
чества нового сырья, но не всегда подходит для ру-
тинного анализа. 
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Одним из наиболее распространенных и точных 
методов в современном фармацевтическом анализе  
является метод хроматографии высокого давления 
(ВЭЖХ) и разновидность этого метода – гельпро-
никающая ВЭЖХ (ГПХ)1. Еще в 1991 году Kristensen с  
соавт. предложил использование данного метода  
для рутинного определения молекулярной массы и 
молекулярно-массового распределения низкомоле-
кулярных гепаринов [5]. В последние годы продела-
но достаточное количество исследований, доказы-
вающих надежность эксклюзионной хроматографии 
для контроля качества данной группы веществ. Так, 
Radivojša Matanović с соавт. предлагает простой и до-
стоверный метод для количественного определения 
интактного гепарина в фармацевтических препара- 
тах  [6]. Имеются рекомендации фирмы Agilent для 
проведения ГПХ-анализа биологических полимеров, 
например, гепарина2. 

Использование метода ГПХ с детекцией по реф-
рактометрическому индексу отличается высокой 
специфичностью за счет возможности оценить моле-
кулярную массу образца эноксапарина и его молеку-
лярно-массовое распределение, а также определить 
концентрацию исследуемого вещества в растворе, не 
прибегая к опосредованному методу определения 
его активности. Специфичность метода позволяет од-
новременно проводить количественное определе-
ние и испытание подлинности анализируемых препа-
ратов, при этом, исключая влияние вспомогательных 
веществ.

Цель работы. Подбор хроматографических усло-
вий и валидация методики определения эноксапари-
на натрия в водных растворах методом ВЭЖХ для ру-
тинных анализов в лабораториях контроля качества. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приборы и оборудование 

 • Хроматограф высокого давления 1260 Infinity (Agi-
lent Technologies, США), оснащенный дифференци-
альным рефрактометрическим детектором. 

 • Колонка хроматографическая PL aquagel-OH  30 
(8 мкм, 300 × 7,5 мм) (Agilent Technologies, США).

 • Программное обеспечение OpenLAB CDS Chem-
Station ver. A.01.04 и Agilent GPC/SEC Software ver. 
A.02.01 (Agilent Technologies, США).

Реактивы 

 • Натрия нитрат (Sigma-Aldrich, США, кат. № S5506), 
натрия фосфат однозамещенный (Supelco Inc.,  
США, кат. №  52074), кислота ортофосфорная 

1 European Directorate for the Quality of Medicines & 
HealthCare. Available at: https://www.edqm.eu/en/european-
pharmacopoeia-ph-eur-10th-edition. Accessed: 24.03.2022.

2 Your reference guide to the analysis of biopharmaceuticals 
and biomolecules. Available at: https://www.labicom.cz/
cogwpspogd/uploads/2016/07/5990-9384EN_SEC.pdf. 
Accessed: 24.03.2022.

(Supelco Inc., США, кат. №  49685), натрия гидрок-
сид (Sigma-Aldrich, США, кат. № S8045), вода очи- 
щенная.

 • Сертифицированные стандартные образцы для 
калибровки колонки: декстран 4 (Mw = 3609 г/моль,  
EDQM D0733000, Batch 2), декстран 10 (Mw = 
{8800 ÷ 10450} г/моль, EDQM D0734000, Batch 2) и 
полиэтиленгликоль-1500 (Mw = 1400 г/моль, USP 
1546503, Lot. F0F009).

Приготовление подвижных фаз  
для хроматографии

1. 1000 мл воды очищенной фильтруют через мемб- 
ранный фильтр с размерами пор 0,45 мкм.

2. 17,0 г натрия нитрата и 1,2 г натрия фосфата од-
нозамещенного помещают в мерную колбу вме-
стимостью 1000 мл и растворяют в 800 мл воды 
очищенной, доводят рН до 3,0 кислотой ортофос-
форной. Полученный раствор доводят водой очи-
щенной до метки, фильтруют через мембранный 
фильтр с размерами пор 0,45 мкм.

3. 17,0 г натрия нитрата и 1,2 г натрия фосфата од-
нозамещенного помещают в мерную колбу вме-
стимостью 1000 мл и растворяют в 800 мл воды 
очищенной, рН доводят 0,1 М натрия гидрокси-
дом до 7,0. Полученный раствор доводят во-
дой очищенной до метки, фильтруют через мемб- 
ранный фильтр с размером пор 0,45 мкм.

Приготовление растворов  
стандартных образцов  
для калибровки колонки

По 20 мг каждого стандартного образца для ка-
либровки колонки тщательно растворяют в 1 мл под-
вижной фазы для хроматографии. Растворы исполь- 
зуют свежеприготовленными.

Приготовление  
испытуемых растворов

Коммерческие образцы субстанции (API) энок-
сапарина натрия (Hebei Changshan Biochemical Phar-
maceutical Co., Ltd., Китай, серия NES190603, срок 
годности до 06.2022) и препаратов, содержащих энок-
сапарин натрия в качестве действующего вещества, 
«Evaparin», раствор для инъекций 300 мг / 3 мл (Intas 
Pharmaceuticals Ltd., Индия, серия L4421006, срок год-
ности до 06.2023), Клексан®, раствор для инъекций 
4000 IU (Sanofi S.p.A., Франция, серия AS438, срок 
годности до 03.2023) и «Эноксапарин-JL», раствор  
для инъекций 4000 МЕ («Jurabek Laboratories» MCHJ, 
Узбекистан, серия 0010520, срок годности до 06.2022) 
разбавляют подвижной фазой для хроматографии до 
получения конечных концентраций эноксапарина на-
трия 10–200 мг/мл.
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Условия хроматографирования

В качестве основы для подбора условий хрома-
тографирования использовали метод количествен-
ного определение гепарина, предложенный фирмой 
Agilent1 с некоторыми модификациями:
 • Хроматографическая колонка из нержавеющей 

стали размером 300 × 7,5 мм, заполненная сорбен-
том PL аquagel-OH 30 с размером частиц 8 мкм.

 • Подвижная фаза: 
1) вода очищенная; 
2) буфер с pH 3,0; 
3) буфер с pH 7,0.

 • Скорость потока подвижной фазы: 0,6 мл/мин.
 • Объем пробы: 20 мкл.
 • Детектирование: дифференциальная рефракто- 

метрия.
 • Температура колонки: 30 °С.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Подбор методики определения  
эноксапарина натрия в образцах  
парентеральных препаратов

С целью подбора оптимальной подвижной фазы  
для наиболее эффективного хроматографирования  
раствора эноксапарина натрия были исследованы  
вода очищенная и водно-солевые буферы с нейт- 
ральным и кислым значениями рН. Скорость пото-
ка устанавливали в соответствии с рекомендациями 
для выбранного типа хроматографической колонки  
(0,6 мл/мин). 

1 Your reference guide to the analysis of biopharmaceuticals 
and biomolecules. Available at: https://www.labicom.cz/
cogwpspogd/uploads/2016/07/5990-9384EN_SEC.pdf. 
Accessed: 24.03.2022.

При использовании в качестве подвижной фазы 
воды очищенной типичная хроматограмма эноксапа-
рина натрия представляла собой один несимметрич-
ный пик (рисунок 1). 

При использовании солевого буфера с кислым  
рН наблюдался значительный гидролиз эноксапари-
на натрия с образованием большого отрицательного 
пика на хроматограмме (рисунок 2).

Наиболее эффективное хроматографирование бы-
ло получено при использовании солевого буфера то-
го же состава, но с нейтральным pH (рисунок 3). В  
этой связи, для дальнейших исследований была вы-
брана подвижная фаза 3 – буфер с рН 7,0.

Методика с выбранной подвижной фазой была 
воспроизведена при анализе растворов API и готовых 
лекарственных форм эноксапарина натрия:
 • «Evaparin», раствор для инъекций 300 мг / 3  мл 

(Intas Pharmaceuticals Ltd., Индия).
 • Клексан®, раствор для инъекций 4000 IU (Sanofi 

S.p.A., Франция).
 • «Эноксапарин-JL», раствор для инъекций 4000  МЕ 

(«Jurabek Laboratories» MCHJ, Узбекистан). 
В результате, для всех образцов была получена 

характерная хроматограмма, идентичная представ-
ленной на рисунке 3.

Валидация методики

С целью изучения пригодности выбранной хро-
матографической системы в качестве метода ко-
личественного определения эноксапарина натрия 
в водных растворах нами проведена его валида-
ция, в ходе которой определяли стандартные мет- 
рологические характеристики, к которым относят-
ся специфичность, линейность, прецизионность и 
правильность [7].

Рисунок 1. Хроматограмма эноксапарина натрия (10 мг/мл); подвижная фаза – вода очищенная

Figure 1. Chromatogram of enoxaparin sodium (10 mg/ml); mobile phase – pure water
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Специфичность 

Специфичность метода, необходимую как для 
подлинности, так и для количественной оценки, под-
тверждали путем определения молекулярной массы  
и молекулярно-массового распределения эноксапа-
рина натрия с использованием прикладной програм-
мы Agilent GPC/SEC Software. 

Для калибровки хроматографической колонки 
были использованы сертифицированные стандарт-
ные образцы полиэтиленгликоля и декстранов с точ- 
но известными молекулярными массами (рисунок 4).

Согласно полученным данным, основной пик на 
хроматограмме раствора эноксапарина натрия со-

ответствовал средней относительной молекулярной 
массе Mw = 4495 г/моль (75 %).

Эти данные полностью удовлетворяют требо-
ваниям Фармакопеи США1 и Европейской фармако-
пеи2 к характеристике эноксапарина натрия по про-
центному распределению средней относительной 
молекулярной массы в пределах установленного 
диапазона. 

1 USP–NF. Available at:  https://www.uspnf.com/ Accessed: 
24.03.2022.

2 European Directorate for the Quality of Medicines & 
HealthCare. Available at: https://www.edqm.eu/en/european-
pharmacopoeia-ph-eur-10th-edition. Accessed: 24.03.2022.

Рисунок 2. Хроматограмма эноксапарина натрия (10 мг/мл), подвижная фаза – буфер с pH 3,0

Figure 2. Chromatogram of enoxaparin sodium (10 mg/ml); mobile phase – buffer solution, pH 3.0

Рисунок 3. Хроматограмма эноксапарина натрия (10 мг/мл), подвижная фаза – буфер с pH 7,0

Figure 3. Chromatogram of enoxaparin sodium (10 mg/ml); mobile phase – buffer-solution, pH 7.0
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При анализе готовой лекарственной формы энок-
сапарина натрия, содержащей в качестве вспомо-
гательного вещества спирт бензиловый [«Evaparin»,  
раствор для инъекций 300 мг / 3 мл (Intas Pharma-
ceuticals Ltd., Индия)], влияние данного компонента 
на результаты хроматографического разделения не 
наблюдалось.

Полученные данные подтверждают специфич-
ность выбранного метода хроматографического 
анализа и позволяют однозначно оценить опреде-
ляемое вещество в присутствии вспомогательных 
компонентов.

Линейность 

Линейность метода оценивали по зависимости 
площади пика от концентрации эноксапарина натрия 
в диапазоне концентраций эноксапарина натрия 25– 
200 мг/мл (1000–8000 МЕ) (рисунок 5).

Полученные статистические характеристики ли-
нейности метода, представленные в таблице 1, как и 
графические данные (рисунок 5) позволяют заклю-
чить, что зависимость площади пика от концентра-
ции эноксапарина натрия в растворе носит линейный 
характер.

Таблица 1. Статистические характеристики  
линейности метода

Table 1. Statistical characteristics of the method linearity

Статистические характеристики
Statistical characteristics

Результаты
Results

Наклон (а)
Slope (а)

94,0

Отрезок на оси ординат (b)
Section on vertical axis (b)

7988

Коэффициент корреляции (r)
Correlation coefficient (r)

0,9997

Прецизионность 

Внутрилабораторную прецизионность оценива-
ли статистически: были обработаны результаты двух 
параллельных определений, выполненных разными 
операторами в один день, в одной лаборатории и на 
одном и том же оборудовании. Определения прово-
дились при шестикратной повторности из одинаково-
го разведения препарата (4000 МЕ/мл) (таблица 2). Как 
видно из данных, представленных в таблице 2, между 
результатами, полученными двумя операторами, ста-
тистически значимых различий не наблюдалось. 

Критерии достоверности гипотезы [7] для данно-
го метода составили 1,027 и 0,774, соответственно.

Рисунок 4. Определение молекулярной массы и молекулярно-массового распределения эноксапарина натрия

Figure 4. Determination of molecular mass and molecular-mass distribution of enoxaparin sodium

Рисунок 5. График зависимости площади пика от содержания 
эноксапарина натрия в растворе

Figure 5. Typical relationship between the peak area and con- 
centration of enoxaparin sodium in solution
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Таблица 2. Статистические характеристики  
сходимости метода

Table 2. Statistical characteristics of the method precision

№
Статистические 
характеристики

Statistical characteristics

Результаты 
Results

Оператор 1
Operator 1

Оператор 2
Operator 2

1
Объем выборки (n)
Sample size (n)

6 6

2
Минимальное значение, МЕ/мл
Minimal value, IU/ml

3990 3995

3
Максимальное значение, МЕ/мл
Maximal value, IU/ml

4005 4007

4
Среднее значение, МЕ/мл
Average value, IU/ml

3998 4000

5
Стандартное отклонение
Standard deviation

4,779 4,843

6
Коэффициент вариации
Variation coefficient

0,1195 0,1211

7

Нижняя граница доверительного 
интервала (Р = 95 %)
Lower limit of confidence interval 
(Р = 95 %)

3993 3995

8

Верхняя граница доверительного 
интервала (Р = 95 %)
Upper limit of confidence interval 
(Р = 95 %)

4003 4005

Правильность 

Правильность метода оценивали путем опреде-
ления фактора отклика трех разведений препарата 
(соотношение между значением площади хроматог- 
рафического пика и соответствующим количеством 
эноксапарина натрия), соответствующих 120%-му, 
100%-му и 80%-му содержанию эноксапарина натрия 
по отношению к исходному содержанию (6000 МЕ/мл) 

в препарате (определения выполнялись для трех об-
разцов на каждом уровне содержания эноксапарина 
натрия). Полученные статистические характеристи-
ки правильности метода, представленные в таблице 3, 
удовлетворяют требованиям, предъявляемым к хро-
матографическим системам [7].

Таблица 3. Статистические характеристики  
правильности метода

Table 3. Statistical characteristics of the method accuracy

№
Статистические характеристики

Statistical characteristics
Результаты

Results

1
Объем выборки (n)
Sample size (n)

9

2
Минимальное значение, МЕ/мл
Minimal value, IU/ml

99,56

3
Максимальное значение, МЕ/мл
Maximal value, IU/ml

100,08

4
Среднее значение, МЕ/мл
Average value, IU/ml

99,88

5
Стандартное отклонение
Standard deviation

0,224

6
Коэффициент вариации
Variation coefficient

0,22

7

Нижняя граница доверительного 
интервала (Р = 95 %)
Lower limit of confidence interval 
(Р = 95 %)

99,71

8

Верхняя граница доверительного 
интервала (Р = 95 %)
Upper limit of confidence interval 
(Р = 95 %)

100,06

Принимая во внимание критерии приемлемо-
сти результатов валидации [7], рекомендуемые для 
хроматографических методов анализа (таблица  4), 

Таблица 4. Метрологические характеристики метода

Table 4. Metrologic characterization of the method

Параметр валидации
Validation parameter

Критерии приемлемости
Acceptance criteria

Результаты проверки
Results

Линейность
Linearity

Коэффициент корреляции ≥0,99
Correlation coefficient ≥0.99

0,9997

Внутрилабораторная прецизионность
Laboratory precision

Критерий F ≤ 5,05.
Критерий t ≤ 2,228
Criteria F ≤ 5.05
Criteria t ≤ 2.228

F = 1,027
t = 0,774

Правильность
Accuracy

Фактор отклика: среднее значение 
97,5–102,5 %.
Доверительный диапазон должен включать 
100%-е значение.
Коэффициент вариации ≤2,0 %
Response factor: average value 97.5–102.5 %.
Confidence interval includes the value of 100 %.
Variation coefficient ≤2.0 %.

Среднее значение: 99,88. 
Нижняя граница доверительного интервала 
(при Р = 95 %): 99,71.
Верхняя граница доверительного интервала 
(при Р = 95 %): 100,06.
Коэффициент вариации 0,22 %.
Average value: 99.88. 
Lower limit of confidence interval (Р = 95 %): 99.71.
Upper limit of confidence interval (Р = 95 %): 100.06.
Variation coefficient 0.22 %
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полученные нами данные метрологических харак-
теристик позволяют сделать вывод о том, что пред-
ложенный метод подтверждения подлинности и ко-
личественного определения эноксапарина натрия 
в водных растворах можно считать с высокой степе-
нью надежности пригодным для применения в задан-
ных условиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложенный метод гельпроникающей хрома-

тографии для определения подлинности и количест- 
венного содержания эноксапарина натрия соответст- 
вует критериям достоверности, предъявляемым к хро-
матографическим методам анализа лекарственных 
средств. 

Метод оказался простым, высокоточным и вос-
производимым. По итогам валидации методика 
признана специфичной и пригодной для использо-
вания в рутинном контроле качества инъекцион-
ных препаратов, содержащих эноксапарин натрия 
в качестве действующего вещества. Метод внесен в 
нормативный документ на отечественный лекарст- 
венный препарат «Эноксапарин-JL», раствор для 
инъекций.
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