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Аннотация 

4-Аминофенол (АФ) может присутствовать как примесь в одном из основных аналь-

гетиков-антипиретиков – парацетамоле. АФ токсичен, поэтому важно контролировать 

его содержание. Показана возможность использования методологии поверхности откли-

ка и трехуровневых планов Бокса – Бенкена для создания оптимальной предмицеллярной 

матрицы при спектрофотометрическом определении содержания примесей АФ в лекар-

ственных препаратах. Для этого использовали его спектрохимическую реакцию с 5,7-ди-

хлор-4,6-динитробензофуроксаном (ДХДНБФО) и анализировали УФ-спектр продукта 

реакции в предмицеллярной матрице состава оксиэтилированный нонилфенол (неонол 

АФ 9-10) + диметилсульфоксид (ДМСО) (20%) + Н2О (80%) до и в начале мицеллообра-

зования. Полученные с помощью пакета Statistica поверхности отклика имеют прогно-

стическое значение и позволяют рассчитать состав оптимальной матрицы. Показано уве-

личение интенсивности полосы поглощения в предмицеллярной области и соблюдение 

линейной зависимости в диапазоне концентраций АФ 5∙10–7 – 2∙10–4 моль/л. Разработанный 

и апробированный экспрессный и экологически безопасный спектрофотометрический ме-

тод позволяет определять содержание АФ в лекарственных формах на уровне 0.0027%, то 

есть более низком по сравнению с предельно допустимым в парацетамоле (не более 0.01%). 

Ключевые слова: поверхностно-активные вещества, неонол АФ 9-10, спектрофо-

тометрия, 4-аминофенол, 5,7-дихлор-4,6-динитробензофуроксан, методология поверх-

ности отклика, планы Бокса – Бенкена, лекарственные препараты 

 

Введение 

В химико-фармацевтическом синтезе анальгетика-антипиретика парацета-

мола широкое применение находит 4-аминофенол (АФ), который обладает высо-

кой токсичностью и его содержание требует оперативного контроля как в синте-

тических смесях при проведении технологического процесса, так и в готовых 

лекарственных формах на основе парацетамола. 

Спектрофотометрическое определение АФ основано на получении его окра-

шенных диазопроизводных, индофенольной реакции, продуктов взаимодействия 

с альдегидами и солями церия [1]. Использование этих аналитических приемов, 

однако, ограничено невысокими скоростями применяемых спектрохимических 

реакций, необходимостью проведения их при повышенных температурах и много-
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стадийностью аналитических процедур. Кроме того, большинство реакций полу-

чения производных АФ характеризуется невысокой избирательностью и чув-

ствительностью определений [2]. Все эти факторы ограничивают возможности 

спектрофотометрического определения АФ в фармацевтическом анализе. 

Существенной особенностью в настоящее время при оценке качества фарма-

цевтической продукции является внедрение концепции Quality by Design, где кон-

троль состава готовых лекарственных препаратов играет немаловажную роль [3]. 

Применение методологии поверхности отклика, которая включает процедуру 

планирования эксперимента, дает обоснованный выбор наиболее благоприятных 

условий для анализа содержания, в том числе лекарственных веществ. Эффек-

тивным для определения оптимальных условий является также применение 

трехуровневых планов Бокса – Бенкена [4]. 

Для улучшения аналитических характеристик немаловажным является состав 

и структура матрицы. В частности, использование в качестве матрицы мицел-

лярной псевдофазы может сопровождаться концентрированием аналита за счет 

солюбилизации и ускорением аналитической реакции за счет мицеллярного ка-

тализа, что может привести к снижению порога обнаружения и уменьшению 

времени анализа [5–8]. Ранее нами была показана успешность применения нео-

нола АФ 9-10 в мицеллярной псевдофазе в бинарном растворителе диметил-

сульфоксид (ДМСО) – вода в оптимальных условиях, определенных с помощью 

методологии поверхности отклика, для улучшения аналитических характери-

стик определения дапсона и прокаина [8]. Расширение номенклатуры лекарствен-

ных средств будет способствовать выявлению универсальности предлагаемого 

подхода. 

Целью настоящей работы является оценка возможностей применения мето-

дологии поверхности отклика и планов Бокса – Бенкена для создания оптималь-

ной мицеллярной матрицы при спектрофотометрическом определении содержа-

ния примеси АФ в лекарственных препаратах. 

1. Экспериментальная часть 

5,7-Дихлор-4,6-динитробензофуроксан (ДХДНБФО) синтезирован по из-

вестной методике [9] и предоставлен профессором Л.М. Юсуповой (Казанский 

национальный исследовательский технологический университет, г. Казань). В ра-

боте использовали АФ коммерческого производства (Panreac), а также параце-

тамол, ацетилсалициловую кислоту, аскорбиновую кислоту, цитрат натрия, фе-

нол, натрия бензоат, магния стеарат, кальция гидрофосфат и другие вспомога-

тельные вещества фармакопейной чистоты. Для создания мицеллярных матриц 

использовали оксиэтилированный нонилфенол (неонол AФ 9-10) (Fluka Chemie 

AG). Для определения АФ применяли матрицу неонола АФ 9-10 в водном рас-

творе ДМСО (20%) до и в начале формирования мицелл. Критическая концен-

трация мицеллобразования в системе неонол АФ 9-10+ Н2О (80%) + ДМСО 

(20%) равна 2.5110–4 моль/л [8]. Остальные реактивы были квалификации х.ч. 

Структуры исследуемых соединений приведены на рис. 1.  
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Рис. 1. Структуры исследуемых соединений 

Тензиометрические измерения проводили по методу дю Нуи на цифровом 

тензиометре К9 (KRUSS GmbH, Германия), оснащенном платиновым кольцом 

в соответствии с ГОСТ 29232–91 (ИСО 4311–79). Определение рН проводили 

на рН-метре типа рН-150М («Гомельский завод измерительных приборов», 

Республика Беларусь). Спектрофотометрические измерения проводили на при-

боре Agilent 8453 (AGILENT, США) в спектральном диапазоне от 400 до 700 нм. 

При измерении оптической плотности растворов были использованы кварце-

вые кюветы с толщиной поглощающего слоя 0.1, 0.50, 1.00 см. Эксперименты 

проводили при 25 °С. 

Статистическую обработку результатов как однофакторных, так и опти-

мального эксперимента проводили для пяти измерений при доверительной ве-

роятности 0.95. Результаты представляли как x  ± Δx, где x  – среднее значение 

и Δx – доверительный интервал. Для расчета эффектов и построения поверхно-

стей отклика использовали пакет программ Statistica 10. 

Методика определения АФ. Твердую лекарственную форму на основе па-

рацетамола измельчают в порошок, берут навеску около 0.5 г (с точностью 

± 0.0002 г), добавляют 15 см3 растворителя ДМСО, переносят в мерную колбу 

на 25 см3, после чего объем доводят до метки. В случае необходимости  нерас-

творившуюся часть пробы отфильтровывают. Далее в мерную колбу вместимо-

стью 25 см3 отбирают 3.75 см3 раствора неонола AФ 9-10 с концентрацией 

1.000∙10–3 моль/дм3, добавляют 5 см3 фосфатного буфера с pH 5.00 (±1%), 2.5 см3 

раствора ДХДНБФО с концентрацией 3.4∙10–3 моль/л, перемешивают и выдер-

живают 20 мин. Добавляют 2.5 см3 раствора парацетамола, доводят до метки 

ДМСО таким образом, чтобы его состав поддерживался равным H2O : ДМСО = 

80% : 20% (± 2%) и перемешивают. Оптическую плотность подготовленной 

пробы измеряют через 5 мин не менее трех раз в тех же условиях, в которых 

была установлена градуировочная зависимость (при приготовлении рабочих 

растворов необходимо поддерживать соотношение ДХДНБФО и неонола AФ 

9–10 в пределах 2.3 (±1%).) 

2. Результаты и их обсуждение 

Определение АФ проводили при 25 °С по полосе поглощения (ПП) про-

дукта его реакции с ДХДНБФО с λmax 430 нм (ελ max 13320 л/моль∙см), в то время 

как аналитический реагент имеет ПП при 400 нм: 
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Окраска, связанная с появлением продукта реакции, устанавливается практи-

чески мгновенно и сохраняется в течение 1 ч. Показано, что оптимальный интер-

вал значений рН при проведении спектрохимической реакции составляет 4–6. В то 

же время увеличение pH до значений 7–11 препятствует протеканию реакции. 

Стехиометрия реакции АФ : ДХДНБФО составляет 2 : 1. Используемый в работе 

неонол АФ 9-10 формирует мицеллы при концентрации 2.5110–4 моль/л [8]. Пред-

ставляет интерес изменение интенсивности ПП А430 с ростом концентрации неоно-

ла АФ 9-10 в предмицеллярной области по мере увеличения количества мицелл. 

Для выявления оптимальной матрицы с целью определения АФ в системе 

неонол АФ 9-10 + ДМСО (20%) + H2O (80%) проводился многофакторный экс-

перимент, где в качестве целевой функции, или отклика, берется А430. Основны-

ми независимыми факторами при разработке методики определения АФ были 

выбраны: X1 – концентрация аналитического реагента ДХДНБФО (сДХДНБФО, 

ммоль/л); X2 – величина pH; X3 – концентрация поверхностно-активного веще-

ства неонол АФ 9-10 (сПАВ, ммоль/л). Планирование эксперимента предполагало 

варьирование каждого фактора на трех уровнях в соответствии с планами Бокса – 

Бенкена. Кодирование и декодирование уровней факторов проводились анало-

гично [8] и представлены в табл. 1. 
 

Табл. 1 

Декодированные значения факторов 

Фактор Уровень 

–1 0 +1 

Х1 сДХДНБФО, ммоль/л 0.05 0.20 0.35 

Х2 pH 2.00 6.0 10.00 

Х3 сПАВ, ммоль/л 0.01 0.10 0.19 

 

В табл. 2 показан план Бокса – Бенкена и уровни факторов для описания 

поверхности отклика при разработке методики определения АФ. 

Уравнение, связывающее зависимость интенсивности ПП при 430 нм (А430) от 

факторов и их линейных и квадратичных взаимодействий, имеет вид 

A430 = Y = 1.650 + 0.314X1 – 0.363(X1)
2 – 0.038X2 – 0.300(X2)

2 + 

+ 0.488X3 – 0.656(X3)
2 + 0.261X1(X2)

2 + 0.231X1X3 – 0.059X2 X3, 

где X1 – концентрация аналитического реагента ДХДНБФО; X2 – величина pH; 

X3 – концентрация неонола AФ 9-10. 

Адекватность модели подтверждается высоким коэффициентом корреляции: 

R2 = 0.99988. 
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Табл. 2 

Трехуровневые планы Бокса – Бенкена для расчета оптимальной матрицы при определении 

4-аминофенола в предмицеллярной области системы неонол АФ 9-10+ ДМСО (20%) + H2O 

(80%) 

№ 

опыта 

Реальные (декодированные) 

уровни факторов 

Кодированные уровни 

факторов 

Отклик, 

y = А430 

Х1·10–3 

моль/л 
Х2 

Х3·10–3 

моль/л 
Х1

* Х2
* Х3

* YCP 

1 0.35 10.00 0.10 +1 +1 0 1.505 

2 0.35 2.00 0.10 +1 –1 0 1.620 

3 0.05 10.00 0.10 –1 +1 0 0.410 

4 0.05 2.00 0.10 –1 –1 0 0.412 

5 0.35 6.00 0.19 +1 0 +1 1.671 

6 0.35 6.00 0.01 +1 0 –1 0.221 

7 0.05 6.00 0.19 –1 0 +1 0.581 

8 0.05 6.00 0.01 –1 0 –1 0.053 

9 0.20 10.00 0.19 0 +1 +1 1.086 

10 0.20 10.00 0.01 0 +1 –1 0.228 

11 0.20 2.00 0.19 0 –1 +1 1.279 

12 0.20 2.00 0.01 0 –1 –1 0.185 

13 0.20 6.00 0.10 0 0 0 1.630 

14 0.20 6.00 0.10 0 0 0 1.668 

15 0.20 6.00 0.10 0 0 0 1.651 

 0.063 6.44 0.190 0.84 0.14 1 
1.671* 

1.656  0.144 

Концентрация АФ 110–4 моль/л. 
* 

Расчетное значение. 

 

 

Рис. 2. Диаграмма Парето стандартизированных эффектов независимых факторов на 

интенсивность ПП А430. Рассматривались значения с уровнем значимости менее 0.05. 

X1 – концентрация аналитического реагента ДХДНБФО; X2 – величина pH; X3 – кон-

центрация неонола AФ 9-10 (L – линейные, Q – квадратичные эффекты) 
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Рис. 3. 3D-графики зависимости интенсивности ПП А430 от концентрации аналитиче-

ского реагента ДХДНБФО (Х1) и величины pH среды (Х2) при концентрации неонола 

АФ 9-10 (Х3) 0.010 ммоль/л (а); 0.190 ммоль/л (b) в системе неонол АФ 9-10 + ДМСО 

(20%) + H2O (80%) 

Наглядное представление о вкладе независимых факторов дает диаграмма 

Парето стандартизированных эффектов, представленная на рис. 2.  

Анализ диаграммы Парето показывает наибольший вклад в интенсивность ПП 

А430 концентрации неонола АФ 9-10 и концентрации аналитического реагента 

ДХДНБФО. Влияние рН среды – на пределе значимости, причем оно отрицатель-

ное. Таким образом, увеличение рН матрицы ведет к снижению интенсивности 

ПП А430, что может быть объяснено гидролизом реагента ДХДНБФО. Уточнение 

эффектов композиции матрицы может дать анализ поверхностей отклика, кото-

рые представляют собой 3D-графики зависимостей А430 = f(X1, X2), А430 = f(X3, X2) 

(рис. 3). 

Таким образом, увеличение концентрации неонола АФ 9-10 приводит к рез-

кому увеличению интенсивности ПП А430. Это связано с началом формирования 

мицелл и солюбилизацией ДХДНБФО в них. 

а 

b 
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Рис. 4. 3D-графики зависимости интенсивности ПП А430 от величины pH среды (Х2) и кон-

центрации неонола АФ 9-10 (Х3) при концентрации аналитического реагента ДХДНБФО 

(Х1) 0.050 ммоль/л (а); 0.350 ммоль/л (b) в системе неонол АФ 9-10 + DMSO (20%) + H2O 

(80%) 

Небольшая интенсивность ПП А340 (рис. 4, а) свидетельствует о неполном 

прохождении реакции во всех изученных композициях. Во всех экспериментах 

сДХДНБФО составляла 110–4 моль/л. Ситуация, представленная на рис. 4, b, соот-

ветствует соотношению сАФ : сДХДНБФО, равному 3.5 : 1, когда реакция протекает 

полностью. 

Анализ профилей предсказанных значений и функции желательности пока-

зал, что координаты оптимума (максимума) в кодированных значениях факторов 

имеют следующие значения: фактор X1 – 0.84; фактор X2 – 0.14; фактор X3 – 1. 

Декодированные значения составляют: сДХДНБФО = 0.063 ммоль/л, pH 6.44 и кон-

центрация неонола АФ 9-10 равна 0.19 ммоль/л. При этом величина отклика в об-

ласти максимума равна y = 1.671. 

 

а 

b 
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Табл. 3 

Мешающее влияние компонентов на результаты определения 4-аминофенола (n = 5, 

P = 0.95) 

Компонент (А) сА, моль/л 
Соотношение 

сА : сАФ 

Введено 

АФ, мкг/мл 

Найдено 

АФ, мкг/мл 
sr 

Парацетамол 

0.5∙10–5 1 : 1 0.55 0.55 ± 0.02 0.03 

1.00∙10–4 10 : 1 1.09 1.15 ± 0.06 0.05 

2.50∙10–3 100 : 1 2.75 2.76 ± 0.16 0.05 

Ацетилсалициловая 

кислота 
2.5∙10–3 100 : 1 1.08 1.05 ± 0.06 0.05 

Аскорбиновая кислота 5∙10–3 100 : 1 1.05 1.04 ± 0.08 0.06 

Цитрат натрия 5∙10–3 100 : 1 5.45 5.64 ± 0.24 0.03 

Сахар 5∙10–3 100 : 1 5.45 5.42 ± 0.36 0.05 

Фенол 2.5∙10–3 50 : 1 5.45 5.34 ± 0.21 0.03 
 

Табл. 4 

Результаты определения 4-аминофенола в лекарственных формах (n = 5, P = 0.95) 

Лекарствен-

ная форма 
Фирма-изготовитель 

Содержание АФ, ω∙103, % 

По разработан-

ной методике 

Методом 

ВЭЖХ [10] 

Цитрамон П АО «ПФК Обновление» 7.08 ± 0.20 7.03 ± 0.16 

Панадол АО «ГлаксоСмитКляйнХелскер» 4.71 ± 0.06 4.65 ± 0.08 

Парацетамол АО «Татхимфармпрепараты» 3.36 ± 0.12 3.28 ± 0.15 

 

Для проверки модели провели эксперименты по определению значения A430 

в оптимальных условиях и получили: ελ max составляет 19270 л/моль∙см, что го-

ворит об увеличении чувствительности спектрофотометрических определений 

АФ в результате проведенной оптимизации (значение ελ max ранее составляло 

13320 л/моль∙см). 

В данных условиях зависимость оптической плотности от концентрации 

АФ в растворе линейна и описывается уравнением (l 1 см): 

А = 0.0419 + 56.03с (мг/мл) (r = 0.998). 

Линейность графика сохраняется в широком диапазоне определяемых кон-

центраций АФ 5∙10–7 – 2∙10–4 моль/л и выше. Изучено влияние компонентов про-

бы (вспомогательных веществ – плацебо) на результаты аналитических опреде-

лений (табл. 3) и установлено, что спектрофотометрическому определению АФ 

не мешает присутствие в широких пределах как основного компонента матрицы 

(парацетамола), так и других потенциальных компонентов и примесей. 

Нижняя граница диапазона определяемых содержаний составляет 0.054 мкг/мл 

(0.5∙10-6 моль/л). Разработанная методика спектрофотометрического определе-

ния АФ позволяет определять содержание примеси в лекарственных формах на 

уровне более низком (0.0027%), чем предельно допустимое его содержание 

в парацетамоле (не более 0.01%). 

Методика апробирована на лекарственных формах различных производите-

лей. В табл. 4 представлены результаты определения содержания АФ в готовых 

лекарственных формах на основе парацетамола, которые согласуются с резуль-

татами, полученными методом ВЭЖХ. 
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Заключение 

Таким образом, использование методологии поверхности отклика при спект-

рофотометрическом определении АФ в лекарственных препаратах позволяет 

разработать чувствительную, селективную, экспрессную и экологичную мето-

дику с использованием модифицированного поверхностно-активным веществом 

(неонолом AФ 9-10) аналитического реагента 5,7-дихлор-4,6-динитробензофу-

роксана. 
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Abstract 

4-Aminophenol (APh) is a toxic chemical that may be present as an impurity in drugs based on pa-

racetamol, one of the main antipyretic analgesics. Thus, its content must be controlled to curb potential 

negative effects. Here, we explored the use of the response surface method and the three-level Box–

Behnken designs to obtain an optimal premicellar matrix for the spectrophotometric determination of 

the APh impurities in drugs. For this purpose, the spectrochemical reaction of APh with 5,7-dichloro-

4,6-dinitrobenzofuroxan (DCDNBF) was carried out, and the UV spectrum of the reaction product in 

the premicellar matrix composed of ethoxylated nonylphenol (neonol, APh 9-10) + dimethyl sulfoxide 

(DMSO) (20%) + Н2О (80%) before and after the formation of micelles was analyzed. The response 

surfaces constructed with the help of the Statistica 10 software package turned out to be of prognostic 

value and were used to calculate the composition of the optimal matrix. An increase in the intensity of 

the absorption band in the premicellar region and a linear dependence in the concentration range of 

5∙10–7–2∙10–4 mol/L APh were shown. The express and environmentally safe spectrophotometric meth-

od developed and tested in this study makes it possible to determine the APh content in dosage forms at 

the level of 0.0027%, which exceeds the maximum allowable one in paracetamol (no more than 0.01%). 

Keywords: surfactants, neonol APh 9-10, spectrophotometry, 4-aminophenol, 5,7-dichloro-4,6-

dinitrobenzofuroxan, response surface method, Box–Behnken designs, drugs 
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Figure Captions 

Fig. 1. Structures of the compounds studied. 

Fig. 2. Pareto diagram of the standardized effects produced by independent factors on the intensity of the А430 

absorption band. Effects with the significance level p < 0.05 were considered. X1 – DCDNBFO concen-

tration, X2 – pH, X3 – APh 9-10 concentration (L – linear effects, Q – quadratic effects). 

Fig. 3. 3D plots showing the dependence of the А430 absorption band on the concentration of the analytical 

reagent DCDNBF (X1) and the medium pH (X2) at the APh 9-10 concentrations of 0.010 mmol/L 

(a) and 0.190 mmol/L (b) in the micellar system APh 9-10 + DMSO (20%) + H2O (80%). 

Fig. 4. 3D plots showing the dependence of the А430 absorption band on the medium pH (X2) and the APh 9-10 

concentration (X3) at the analytical reagent DCDNBF concentrations (X1) of 0.050 mmol/L (a) and 

0.350 mmol/L (b) in the micellar system APh 9-10 + DMSO (20%) + H2O (80%). 
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