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Статья посвящена контролю качества и стандартизации лекарственной продукции для обеспечения населения эф-

фективными и безопасными лекарственными средствами. Мелатонин, функцией которого может быть регуляция сна, 

представляет интерес для фармацевтического производства лекарственного средства, нормализующего циркадные рит-

мы организма человека.  

Цель исследования – провести стандартизацию и валидацию фармацевтической субстанции «Мелатонин» по показа-

телям количественного содержания N-[2-(5-метокси-1H-индол-3-ил)этил] ацетамида и предельного содержания сопут-

ствующих примесей. 

Материал и методы. Объектом исследования является фармацевтическая субстанция «Мелатонин» (производитель 

Alcon Biosciences Private Limited, Индия, серия ALC/MLT/120901). 

Изучение субстанции проводили: 1) на высокоэффективном жидкостном хроматографе «Agilent 1200» со 

спектрофотометрическим детектором переменной длины волны и последующей компьютерной обработкой результатов 

исследования с помощью программы обработки «ChemStation» для «Windows» и 2) на хроматографе  «WATERS е2695» с 

диодно-матричным детектором Waters2998 с последующей обработкой результатов исследования с помощью программы 

обработки «Empower» для «Windows». 

Результаты и их обсуждение. Разработана методика определения предельного содержания примесей, которая 

позволяет определять содержание примеси А (5-Methoxy indol-3-yl acetonitril) и примеси В (5-Methoxy Tryptamine) в 

субстанции «Мелатонин» в диапазоне концентраций 0,1 до 0,4 мкг/мл, что составляет 80–120% от предельно 

допустимого содержания примесей. 

Заключение. В результате проведенных исследований были разработаны и провалидированы в соответствии с ТКП 

030-2013 (02040) методики количественного определения мелатонина и предельного содержания примесей в фармацевти-

ческой субстанции. 
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The article is devoted to quality control and standardization of medicinal products, to provide people with effective and safe 

drugs. Melatonin, the function of which may be  regulation of sleep, it is of interest to the pharmaceutical industry drug which 

normalizes circadian rhythms of the human body. 

The purpose of the study is to standardize and validate the pharmaceutical substance of Melatonin in terms of the quantitative 

content of N-[2-(5-methoxy-1H-indole-3-yl) ethyl] acetamide and maximum content of  associated impurities. 
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Material and methods. The object of the study is the pharmaceutical substance  of Melatonin by the  manufacturer Alcon 

Biosciences Private Limited, India, series ALC/MLT/120901.  

The study of the substance was carried out: 1) on HPLC «Agilent 1200» with a spectrophotometric detector of variable 

wavelength and subsequent computer processing of the findings of the research using the processing «ChemStation» to «Windows» 

and 2) chromatograph «WATERS e2695» with diode array detektorom Waters2998 followed by treatment of the findings of the study 

using the processing «Empower» for «Windows». 

Findings and their discussion. The technique to determine the maximum content of impurities, which allows to determine the impurity 

content of A (5-Methoxy indol-3-yl acetonitril) and impurity B (5-Methoxy Tryptamine) in the substance of Melatonin, concentrations within 

the range 0,1 to 0,4 mcg/ml that is 80–120% of the maximum permissible content of impurities, was worked out. 

Conclusion. Methods of quantitative determination of Melatonin and maximum content of impurities in pharmaceutical 

substances were elaborated and validated in accordance with TAP 030-2013 (02040)  

Key words: standardization, validation, Melatonin, quantitative content of impurities. 

 
елатонин – основной гормон эпифиза 

(шишковидного тела мозга, пинеальной 

железы), описанный А. Лернером (Йельский 

университет) в 1958 году.  В настоящее время 

мелатонин обнаружен в растениях, грибах, бак-

териях, одноклеточных организмах, а также у 

беспозвоночных и позвоночных животных. У 

человека он продуцируется главным образом 

эпифизом в ответ на сигнал зрительных рецепто-

ров о наступлении темноты. Пик концентрации 

мелатонина приходится на середину ночи. Мела-

тонин участвует в регуляции эндокринной сис-

темы, поддержании кровяного давления и управ-

ляет периодичностью сна. Гормон регулирует се-

зонную ритмику у многих животных, замедляет 

процессы старения, усиливает эффективность 

функционирования иммунной системы, обладает 

антиоксидантными свойствами, влияет на процес-

сы адаптации при смене часовых поясов [1–3].  

На молекулярном уровне наиболее детально 

изучено влияние мелатонина на окислительные 

процессы. Сотрудниками кафедры биохимии 

БГУ в 2014 году было продемонстрировано 

влияние мелатонина и его производных на ак-

тивность дыхательных комплексов митохондрий 

различных тканей [4]. Антиоксидантный эффект 

мелатонина был открыт американским ученым 

Расселом Рейтером в 1993 г. и подтвержден в 

многочисленных исследованиях, выполненных в 

разных лабораториях. Основная направленность 

антиоксидантного действия мелатонина – защита 

ядерной ДНК, протеинов и липидов. Защитное 

действие этого гормона может проявляться в 

любой клетке живого организма и в отношении 

всех клеточных структур. Механизм антиокси-

дантного действия мелатонина связан с его вы-

раженной способностью нейтрализовать свобод-

ные радикалы, в том числе образующиеся при 

перекисном окислении липидов, а также с акти-

визацией в его присутствии глутатионпероксида-

зы – мощного эндогенного фактора фермента-

тивной защиты от радикального окисления. Ря-

дом экспериментальных исследований доказано, 

что мелатонин обладает значительно большей 

активностью в отношении нейтрализации агрес-

сивного гидроксил-радикала по сравнению с глу-

татионом. При нейтрализации пероксильных ра-

дикалов мелатонин оказывается в 2 раза активнее 

токоферола [1–2]. 

Уникальные биологические эффекты мелато-

нина явились основанием для его применения в 

клинической практике. В настоящее время пре-

параты «Мелатонин», «Вита-мелатонин», «Ме-

лаксен», «Циркадин» нашли широкое примене-

ние для лечения нарушений сна, различных со-

матических заболеваний с целью уменьшений 

проявлений окислительного стресса, для борьбы 

с опухолевой трансформацией клеток, в спор-

тивной медицине и др. [5–7]. 

В последние годы идет подготовка к выпуску 

отечественного препарата с действующей суб-

станцией – мелатонин. Одним из важнейших 

этапов этого процесса является разработка спо-

собов стандартизации и валидации препарата по 

действующей субстанции и возможным приме-

сям. В настоящее время описано много методов 

анализа мелатонина и его метаболитов (тонкос-

лойная хроматография, радиоиммуноанализ, га-

зовая хроматография с масс-спектрометрией, 

капиллярный электрофорез, жидкостная хрома-

тография с масс-спектрометрией или жидкостная 

хроматография с электрохимическим или флуо-

риметрическим детектированием, метод ядерно-

го магнитного резонанса).  

Важнейшим условием производства и реали-

зации лекарственных средств является обеспече-

ние качества в первую очередь за счет выполне-

ния принципов и правил Надлежащей производ-

ственной практики ТКП 030-2013 (02040). Вали-

дация является одним из основополагающих 

правил этого регламентирующего документа. 

Валидация методик испытаний – документиро-

ванное подтверждение обоснованности выбора 

метода испытания для определения показателей 

и норм качества лекарственных средств, гаран-

тия получения ожидаемых и воспроизводимых 

результатов, соответствующих поставленной це-

ли. Валидация методик испытаний – одно из ос-

М 
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новных направлений научного обеспечения пе-

рехода отечественной фармацевтической про-

мышленности на принципы ТКП 030-2013 

(02040), обеспечивающего как защиту внутрен-

него рынка от некачественных лекарственных 

средств, так и повышение конкурентоспособно-

сти и экспортного потенциала республики [8].  

Цель работы – провести стандартизацию и ва-

лидацию фармацевтической субстанции «Мела-

тонин» по показателям количественного содер-

жания N-[2-(5-метокси-1H-индол-3-ил)этил] аце-

тамида и предельного содержания сопутствую-

щих примесей. 

Материал и методы. Объектом исследования 

является фармацевтическая субстанция «Мела-

тонин» (производитель Alcon Biosciences Private 

Limited, Индия, серия ALC/MLT/120901). 

Мелатонин содержит не менее 98,5% и не  

более 102,0% N-[2-(5-метокси-1H-индол-3-ил)этил] 

ацетамида в пересчете на сухое вещество.  

Изучение субстанции проводили: 1) на 

высокоэффективном жидкостном хроматографе 

«Agilent 1200» со спектрофотометрическим 

детектором переменной длины волны и 

последующей компьютерной обработкой 

результатов исследования с помощью 

программы обработки «ChemStation» для 

«Windows» и 2) на хроматографе  «WATERS 

е2695» с диодно-матричным детектором Waters 

2998 с последующей обработкой результатов 

исследования с помощью программы обработки 

«Empower» для «Windows». 

Результаты и их обсуждение. Для 

достижения поставленной цели был проведен 

анализ методик определения мелатонина в 

различных объектах природного и 

синтетического происхождения. Оказалось, что 

для валидации отечественного препарата 

необходимо разработать специальные методики 

количественного определения основного 

фармацевтического ингредиента и 

сопутствующих примесей в субстанции 

«Мелатонин», произведенной Alcon Biosciences 

Private Limited (Индия, серия ALC/MLT/120901). 

Выбор метода анализа основывался как на 

изучении литературных источников, так и 

возможностях аналитической базы лаборатории 

ВГУ имени П.М. Машерова и ООО «Рубикон». 

Поскольку аналитическая матрица субстан-

ции не является такой сложной, как плазма крови 

или экстракты растений, в которых присутству-

ют дополнительные компоненты, не было необ-

ходимости использовать высокоселективные ме-

тоды высокоэффективной жидкостной хромато-

графии (ВЭЖХ) с масс-спектрометрией или ка-

пиллярного электрофореза. Необходимо было 

создать экспрессную, недорогую методику для 

серийного анализа. В основу были положены 

методы высокоэффективной хроматографии и 

газожидкостной хроматографии. После предва-

рительных экспериментов было отдано предпоч-

тение методу ВЭЖХ как универсальному и дос-

тупному на аналитических базах.  

В результате проведенных исследований бы-

ли разработаны и провалидированы в соответст-

вии с ТКП 030-2013 (02040) методики количест-

венного определения мелатонина и предельного 

содержания примесей в фармацевтической суб-

станции. 

Условия хроматографирования для методики 

испытания (МИ) количественного определения: 

 колонна длиной 0,25 м и внутренним 

диаметром 4,6 мм, заполненная силикагелем 

октадецилсилильным для хроматографии Р с 

размером частиц 5 мкм (Dr. Maisch GmbH 

Reprospher C18-DE); 

 температура колонны 30
0
С; 

 подвижная фаза: ацетонитрил Р1: метанол Р2: 

фосфатный буфер рН 2,3 в объемных 

соотношениях 80:105:315; 

 скорость потока 1,0 мл/мин; 

 спектрофотометрический детектор, длина 

волны 278 нм; 

 объем вводимой пробы: 20 мкл; 

 время хроматографирования: 2-кратное время 

удерживания мелатонина. 

Пример хроматограммы при исследовании 

раствора субстанции «Мелатонин» представлен 

на рис. 1. 

На основе валидации методики количествен-

ного определения установлено, что методика из-

бирательна, линейна, правильна, прецизионна и 

имеет диапазон применения от 70 до 130%. 

На основе валидации показано, что методика ис-

пытания обладает следующими характеристиками: 

погрешность метода составляет 0,62% в диапазоне 

80–120% и 0,1% в диапазоне 70–130% (табл. 1).  

Условия хроматографирования для методики 

испытания предельного содержания 

сопутствующих примесей: 

 колонна длиной 0,25 м и внутренним 

диаметром 4,6 мм, заполненная силикагелем 

октадецилсилильным для хроматографии Р с 

размером частиц 5 мкм (Dr. Maisch GmbH 

Reprospher C18-DE); 

 температура колонны 30
0
С; 

 подвижная фаза: ацетонитрил Р1: метанол Р2: 

фосфатный буфер рН 2,3 в объемных 

соотношениях 70:95:335; 
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 скорость потока 1,0 мл/мин; 

 спектрофотометрический детектор, длина 
волны 223 нм; 

 объем вводимой пробы: 20 мкл; 

 время хроматографирования: 2-кратное время 
удерживания мелатонина; 

 относительное удерживание по отношению к 
мелатонину (время удерживания мелатонина – 
около 15 мин): примесь А – около 1,8; 
примесь В – около 0,37 (рис. 2). 

На основе валидации установлено, что  

методика определения предельного содержания 

сопутствующих примесей мелатонина обладает 

следующими характеристиками: линейностью в 

диапазоне от 0,1 до 0,4 мкг/мл, что составляет 

80–120% от предельно допустимого содержания 

примесей, избирательностью и пределом  

обнаружения, составляющего 0,1% от концен-

трации мелатонина в испытуемом растворе  

(табл. 2). 

 

 
 

Рис. 1. Типовая хроматограмма испытуемого раствора мелатонина. 

 

 

Таблица 1 

 

Критерии приемлемости и результаты валидации количественного определения  

действующего вещества в фармацевтической субстанции «Мелатонин» 

Критерий приемлемости Результаты 

Коэффициент корреляции R должен быть не менее 0,999  0,9996 

Пересечение с осью Y (не более 2,0% отклика номинальной  концентрации)  0,26% 

Относительное стандартное отклонение (RSD) при оценке повторяемости 

должно быть для 6 определений не более 2,0%  
0,62% 

Относительное стандартное отклонение (RSD) при оценке внутрилаборатор-

ной прецизионности для 12 определений, выполненных двумя химиками  

за 2 дня, должно быть не более 3,0%  

0,49% 

Средний процент  восстановления, полученный при анализе растворов с со-

держанием активного вещества 70%, 100% и 130%, скорректированный на 

100%, должен находиться в пределах от 99,0% до 101,0%  

100,1% 
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Рис. 2. Типовая хроматограмма модельной смеси мелатонина и его примесей. 
 

Таблица 2 
 

Критерии приемлемости и результаты валидации содержания сопутствующих примесей  

в фармацевтической субстанции «Мелатонин» 

Критерий приемлемости Результаты 

Коэффициент корреляции R должен быть не менее 0,99  Мелатонин – 0,9998 

Примесь А – 0,9999 

Примесь В – 1,0000  

Пересечение с осью Y (не более 5,0% отклика номинальной  концен-

трации)  

Мелатонин – 2,93% 

Примесь А – 0,26% 

Примесь В – 0,08% 

Предел обнаружения должен составлять не более 0,15% от концентра-

ции мелатонина в испытуемом растворе  

0,1% 

 

Заключение. Результаты проведенной вали-

дации подтверждают возможность использова-

ния разработанных методик в нормативном до-

кументе по стандартизации. Методика количест-

венного определения позволяет верифицировать  

N-[2-(5-метокси-1H-индол-3-ил)этил] ацетамид c 

погрешностью метода 0,62% в диапазоне  

80–120%. Методика определения предельного со-

держания примесей позволяет выявить содержание 

примеси А (5-Methoxy indol-3-yl acetonitril) и при-

меси В (5-Methoxy Tryptamine) в субстанции «Ме-

латонин» в диапазоне концентраций 0,1  

до 0,4 мкг/мл, что составляет 80–120% от предель-

но допустимого содержания примесей. 
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