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Мета роботи. Розробити методику кількісного визначення енісаміуму йодиду в капсулах із застосуванням методу 
абсорбційної спектрофотометрії в ультрафіолетовій області. 
Матеріали і методи. Використано стандартний зразок енісаміум йодиду та зразок готової лікарської форми 
виробництва ПАТ «Фармак». У ході роботи було встановлено оптимальну робочу концентрацію енісаміуму йодиду 
0,02 мг/мл. Дослідження проводили із застосуванням спектрофотометра «Specord 250 Plus». 
Результати й обговорення. Продемонстровано, що оптимальна довжина хвилі при визначенні становить 267 нм. 
Вивчено валідаційні характеристики методики в діапазоні 0,016–0,024 мг/мл (80-120%): специфічність, 
правильність, прецизійність, лінійність, діапазон застосування, робасність, внутрішньолабораторна прецизійність 
відповідно до рекомендацій Міжнародної конференції з гармонізації. 
Коефіцієнт кореляції (r) між введеним та знайденим значенням для енісаміуму йодиду становить 0,99996, а 
відносний довірчий інтервал (∆z) 0,23 %. 
Підтверджено стабільність розчинів при їх зберіганні при кімнатній температурі протягом 48 годин. 
Висновки. Розроблено спектрофотометричну методику кількісного визначення енісаміуму йодиду в капсулах, 
експериментально доведено, що вона придатна для контролю якості капсул енісаміуму йодиду.

Ключові слова: енісаміум йодид; капсули; кількісне визначення; метод спектрофотометрії; валідація.

Вступ. Енісаміум йодид (N-метил-4-бензил-
карбамідопіридинію йодид), структурна формула яко-
го наведена на рисунку 1, є антивірусним хіміотера-
певтичним засобом, що застосовується для лікування 
грипу та ГРВІ [1, 2]. Відповідно до європейських та 
українських підходів нормування, відхилення кількіс-
ного вмісту активного фармацевтичного інгредієнту 
(АФІ) має складати ±5 % від заявленої кількості [3, 4].

Оскільки у фаховій літературі не описано методи-
ки контролю енісаміуму йодиду з використанням 
спектрофотометрії, виникає необхідність її розробки 
та валідації. 

Відповідно до рекомендацій ICH Q2R [5], аналітич-
на методика має бути валідована за наступними ха-
рактеристиками: специфічність, правильність, пре-
цизійність, лінійність, діапазон застосування, робас-
ність, внутрішньолабораторна прецизійність. 

Методи дослідження. Об’єктом дослідження слу-
гували капсули енісаміуму йодиду (Амізон®Макс, 
с. 10916, виробництва ПАТ «Фармак»). 

Для розробки методики та її валідації було вико-
ристано наступне обладнання: спектрофотометр 
«Specord 250 Plus» (Німеччина), ваги електронні 
«Mettler Toledo AB54S» (Швейцарія) та мірний посуд 
класу А фірми «Simax» (Чехія). Застосовано хлорис-
товодневу кислоту виробництва Merck (Німеччина; 
кат. № 113386) та воду очищену, яку отримано з уста-
новки Milli Q, виробництва Millipore Corporation (Ні-
меччина) та стандартний зразок енісаміуму йодиду 
виробництва ПАТ «Фармак», серія 07–16. 

Статистичну обробку результатів проводили від-
повідно до вимог Державної Фармакопеї України 
(ДФУ) та Європейської фармакопеї [6, 7].

Результати й обговорення. Встановлено, що ені-
саміум йодид має два максимуми поглинання: при 
довжинах хвиль 223 та 267 нм. Ультрафіолетовий 
спектр енісаміуму йодиду наведено на рисунку 2.

У випадку, коли речовина має більше одного максиму-
му поглинання, рекомендовано вибирати більшу довжи-
ну хвилі [8], в даному випадку – 267 нм. Як розчинник 
використано 0,1 М розчин хлористоводневої кислоти.

Відповідно до розробленої методики проводили 
вимірювання випробовуваного розчину та розчину Рис. 1. Структурна формула енісаміуму йодиду.
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порівняння (концентрація обох становила 0,02 мг/мл) у 
кюветі з товщиною шару 10 мм. Як компенсаційний 
розчин застосовано розчинник (0,1 М розчин хлорис-
товодневої кислоти).

Для підтвердження специфічності методики було 
приготовано розчин допоміжних речовин, що входять 
до складу препарату, та розчин основних домішок, 
які можуть бути присутніми, виходячи з результатів 
вивчення стабільності у готовій лікарській формі 
(ГЛФ), з подальшою оцінкою систематичної похибки 
(δnoise, %). 

Приготування розчину допоміжних речовин прово-
дили аналогічно до приготування випробовуваного 

Рис. 2. УФ-спектр енісаміуму йодиду.

розчину. Спектр розчину плацебо, розчину домішок 
та розчину порівняння наведено на рисунку 3.

Дані щодо специфічності методики кількісного ви-
значення енісаміуму йодиду наведено в таблиці 1.

Із наведених у таблиці 1 даних випливає, що аб-
сорбція допоміжних речовин та домішок при довжині 
хвилі 267 нм є незначною і не перевищує критерій 
прийнятності.

Вивчення лінійності проводили на модельних сумі-
шах, в яких концентрація енісаміуму йодиду лінійно 
змінювалася в діапазоні від 80 до 120 % (0,016 – 
0,024 мг/мл) відносно номінальної концентрації ені-
саміуму йодиду у випробовуваному розчині. 

Рис. 3. УФ-спектр розчину плацебо, розчину домішок та розчину порівняння.

Таблиця 1. Специфічність методики кількісного визначення енісаміуму йодиду

Абсорбція плацебо 
(АPLACEBO)

Абсорбція розчину 
домішок ГЛФ (АIMPS)

Абсорбція розчину 
порівняння (АRS)

Знайдене значення 
δnoise, (%):

 

Критерій 
прийнятності

0,0003 0,0001 0,4419 0,09 %
Не більше

0,5 %
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Рис. 4. Графік лінійної залежності абсорбції від концентрації енісаміуму йодиду (в нормалізованих координатах).
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Таблиця 2. Метрологічні характеристики лінійної залежності абсорбції енісаміуму йодиду від концентрації

Величина Значення Критерії прийнятності параметрів лінійної 
залежності Висновки

b 1,0018 - -
sb 0,00355 - -
|a| 0,11889 ≤ 2,6 відповідає
sa 0,35808 - -
s0 0,13754 - -

s0/b 0,13729 ≤ 0,84 відповідає
|r| 0,99996 ≥ 0,99981 відповідає

Примітки: 
b – кутовий коефіцієнт для розрахованої регресійної прямої;
sb – тангенс кута нахилу для розрахованої регресійної прямої;
|a| – вільний член лінійної залежності для розрахованої регресійної прямої;
sа – стандартне відхилення вільного члена лінійної залежності для розрахованої регресійної прямої;
s0 – залишкове стандартне відхилення;
|r| – коефіцієнт кореляції між введеним та знайденим значенням для енісаміум йодиду.

Розрахунок параметрів лінійної залежності прово-
дили методом найменших квадратів [9]. Графік ліній-
ної залежності наведено на рисунку 4.

Метрологічні характеристики лінійної залежності 
відповідають вимогам прийнятності, що рекомендо-
вані ДФУ [10]; дані наведено в таблиці 2.

Результати аналізу модельних сумішей енісаміуму 
йодиду та їх статистичне опрацювання наведено в 
таблиці 3.

Точність вивчалася на двох рівнях: збіжність (повто-
рюваність) та внутрішньолабораторна прецизійність.

Збіжність оцінювали, аналізуючи в умовах методи-
ки розчин порівняння та 6 випробовуваних розчинів, 
приготованих із однієї серії препарату, а внутрішньо-
лабораторна прецизійність підтверджувалася іншим 
аналітиком, аналізуючи таку ж кількість зразків тієї ж 
серії препарату наступного дня.

Результати перевірки точності аналітичної методи-
ки наведено в таблиці 4.

Як видно із даних таблиці 4, відносне стандартне 
відхилення (RSD) отриманих результатів для першо-
го та другого аналітика, а також відносна різниця се-
редніх значень результатів не перевищує 2,0 %, що 
свідчить про належну повторюваність результатів.

Правильність оцінювали, аналізуючи 9 модельних 
розчинів, які готували шляхом розчинення АФІ енісамі-
уму йодиду з концентраціями 80 %, 100 % та 120 % 
відносно номінальної концентрації енісаміуму йодиду 
у випробовуваному розчині з додаванням плацебо (у 
трьох паралелях для кожного концентраційного рівня). 

Отримані результати представлено в таблиці 5.
Відносне стандартне відхилення між результатами 

для одного концентраційного рівня становить не 
більше 2,0 %.
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Таблиця 3. Результати аналізу модельних сумішей та їх статистичне опрацювання для кількісного визначення 
енісаміуму йодиду

№ 
зразка

Концентрація енісаміуму йодиду
у модельній суміші відносно 

розчину порівняння, %

100×=
st

i
i C

CX

знайдена на підставі величини 
абсорбції, %

100×=
st

i
i S

S
Y

розрахована щодо його 
введеної кількості, %

100×=
st

i
i S

S
Y

1 80,00 80,00 100,01
2 85,00 85,13 100,15
3 90,00 90,03 100,03
4 95,00 95,18 100,18
5 100,00 100,02 100,02
6 105,00 104,80 99,81
7 110,00 110,07 100,06
8 115,00 115,05 100,05
9 120,00 120,27 100,23

Середнє, Z% 100,06
Відносне стандартне відхилення, RSDz % 0,12

Довірчий інтервал збіжності результатів 
∆z% = t(95%,8)×RSDz = 1,8595×0,12 = 0,23

Критичне значення для збіжності результатів
∆z % ≤ ∆As (∆As = 1,6 %)

Виконується
(0,23 < 1,60)

Систематична похибка δ =│Z - 100│ 0,06

Критерій незначущості систематичної похибки
δ ≤ 0,32 × ∆As

Виконується
(0,06 < 0,51)

Загальний висновок щодо методики: Коректна

Таблиця 4. Результати перевірки точності методики визначення енісаміуму йодиду

№ зразка
Знайдений вміст енісаміуму йодиду (X), % від заявленого вмісту

1-й аналітик 2-й аналітик
1 99,9 100,4
2 99,1 99,5
3 98,8 99,6
4 99,9 99,6
5 100,0 99,2
6 99,6 100,0

Середнє 99,6 99,7
RSDX, % 0,5 0,4

RSD внутрішньолабораторної 
прецизійність, % 0,4

Відносна різниця середніх значень, % 0,14

Правильність аналітичної методики знаходиться в 
межах критерію 98,0 – 102,0 %.

Робасність аналітичної методики визначалася 
щодо стабільності випробовуваних розчинів та надій-
ності процедури вимірювання: зміна довжини хвилі 

детектування та варіювання складу компенсаційного 
розчину.

Експериментально встановлено, що випробовува-
ні розчини стабільні протягом 48 год при їх зберіганні 
за кімнатної температури.
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Також встановлено, що зміна довжини хвилі детек-
тування (від 265 до 269 нм) так само, як і застосування 
компенсаційного розчину, в якості якого використову-
вали 0,09 та 0,11 М розчин хлористоводневої кислоти, 
не має значного впливу на результати аналізу. 

Відхилення співвідношень абсорбції розчину по-
рівняння та випробовуваного розчину у всіх експери-
ментах щодо робасності не перевищувало 1,0 %.

Розрахунок сумарної невизначеності операції про-
бопідготовки було проведено, виходячи з даних, що 
наведено в таблиці 6.

Розрахунок сумарної невизначеності Δ Sp для роз-
чину порівняння наведено нижче.

Δ Sp =  2222 12,098,012,01,0 +++  = 1,00 %
Оскільки невизначеність пробопідготовки для випро-

бовуваного розчину буде така ж, як і для розчину порів-
няння (однакова пробопідготовка), то сумарна прогно-
зована невизначеність пробопідготовки становить:

 

22 00,100,1 + = 1,41 %

Таблиця 5. Результати аналізу вивчення правильності на 9 модельних сумішах

№ зразка

Введено відносно концентрації 
розчину порівняння, %

100×=
st

i
i C

CX

Знайдено відносно абсорбції 
розчину порівняння, %

100×=
st

i
i A

A
Y

Знайдено відносно 
введеного, %

100×=
i

i
i X

Y
Z

RSD (Zi), 
%

1 80,0 81,15 101,43
0,82 80,0 80,54 100,67

3 80,0 79,84 99,80
4 100,0 99,75 99,75

0,35 100,0 99,30 99,30
6 100,0 99,30 99,30
7 120,0 118,54 98,78

0,48 120,0 119,26 99,38
9 120,0 119,51 99,59

Середнє значення за всіма концентраційними рівнями 0,81

Примітка: 
Хi та Yi – нормалізовані значення «знайдено/введено»;
Zi – відношення «знайдено/введено» енісаміуму йодиду, %;
Ci – концентрація енісаміуму йодиду в і-ому аналізованому розчині;
Cst – концентрація енісаміуму йодиду в розчині порівняння;
Аi – абсорбція для і-того аналізованого розчину;
Аst – абсорбція для розчину порівняння.

Таблиця 6. Розрахунок невизначеності пробопідготовки

Операція Дані для розрахунку Невизначеність, %
Розчин порівняння

Зважування стандартного зразка 200 мг (з точністю до ± 0,0001 г) 0,1
Доведення до об’єму 100 мл 100 0,12

Відбір аліквоти піпеткою Мора 1,0 0,98
Доведення до об’єму мірної колби 100 0,12

Примітка. Невизначеність пробопідготовки пере-
вищує допустимий рівень, оскільки прийнятний рі-
вень становить 0,32 × ΔAs = 0,32 × 1,6 = 0,51 % (1,41 
>0,51).

Відповідно до ДФУ, у випадку, коли не виконується 
наведене вище співвідношення, то використовують 
критерій незначущості цієї систематичної похибки 
порівняно з максимально припустимою невизначе-
ністю аналізу [10].

Прогноз загальної невизначеності аналізу ΔAs про-
водили за наступним співвідношенням:

 

222
FAOSPAs ∆+∆=∆

ΔSP – невизначеність пробопідготовки;
ΔFAO – невизначеність кінцевої аналітичної опера-

ції (в даному випадку – спектрофотометрії).
ΔFAO розраховується із співвідношення:

 
spFAO S⋅=∆ 2

При розрахунку повної невизначеності аналізу не-
обхідно використовувати максимально допустимі ве-
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личини Ssp. Відповідно до характеристики спектро-
фотометра Specord 200 «Analytik Jena», Німеччина, 
величина Ssp не перевищує 0,20 %.

 

40,02,02 =⋅=∆FAO

Тоді, ΔAs складає 
 

22 40,041,1 + = 1,47 % ˂ 1,60 %.
Таким чином, методика коректна та може відтво-

рюватися в інших лабораторіях з необхідною точ-
ністю.

Висновки. Розроблено методику кількісного ви-
значення енісаміуму йодиду в лікарській формі кап-
сули тверді із застосуванням спектрофотометрично-
го методу визначення при довжині хвилі 267 нм.

Проведено валідацію аналітичної методики, якою 
підтверджено специфічність, лінійність, правиль-

ність, збіжність, робасність та внутрішньолаборатор-
ну прецизійність розробленої методики.

Встановлено, що повна невизначеність аналітич-
ної методики відповідає вимогам ДФУ.

Коефіцієнт кореляції (r) між введеним та знайде-
ним значенням для енісаміуму йодиду становить 
0,99996, (відносний довірчий інтервал 0,23 %).

Доведено, що розчин порівняння та випробовува-
ний розчин стабільні протягом 48 годин.

Таким чином, спектрофотометрична методика 
кількісного визначення може бути використана для 
контролю якості капсул енісаміуму йодиду.

Подяка. Автори висловлюють подяку А. М. Стель-
маху та В. Д. Кор  зуненку за плідну дискусію та цінні 
поради до статті.

РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЙ МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЭНИСАМИУМА ИОДИДА В КАПСУЛАХ 

А. В. Бурмака, С. Н. Гуреева, В. М. Маргитич

ПАО Фармак, Киев
o.burmaka@farmak.ua  

Цель работы. Разработать методику количественного определения энисамиума иодида в капсулах с применением 
метода абсорбционной спектрофотометрии в ультрафиолетовой области.
Материалы и методы. Использован стандартный образец энисамиума иодида и образец готовой лекарственной 
формы производства ПАО «Фармак». В ходе работы было установлено оптимальную рабочую концентрацию 
энисамиума иодида 0,02 мг/мл. Исследование проводили с использованием спектрофотометра «Specord 250 Plus».
Результаты и обсуждение. Показано, что оптимальная длина волны при определении составляет 267 нм. 
Изучены валидационные характеристики методики в диапазоне 0,016–0,024 мг/мл (80–120 %): специфичность, 
правильность, прецизионность, линейность, диапазон применения, робастность, внутрилабораторная прецизионность 
в соответствии с рекомендациями Международной конференции по гармонизации. 
Коэффициент корреляции между введенным и найденным значением для энисамиума иодида составляет 
r = 0,99996, а относительный доверительный интервал ∆z = 0,23%.
Подтверждена стабильность растворов при комнатной температуре на протяжении 48 часов.
Выводы. Разработана спектрофотометрическая методика количественного определения энисамиума иодида в 
капсулах, экспериментально доказано, что она пригодна для контроля качества капсул энисамиума иодида.

Ключевые слова: энисамиум иодид; капсулы; количественное определение; метод спектрофотометрии; 
валидация.

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE SPECTROPHOTOMETRIC METHOD OF QUANTITATIVE 
DETERMINATION OF ENISAMIUM IODIDE IN CAPSULES

О. V. Burmaka, S. M. Gureyeva, V. M. Margitich

Farmak JSC, Kуіv
o.burmaka@farmak.ua  

The aim of the work. The work is devoted to development of the method for quantitative determination of enisamium 
iodide in capsules using the method of ultraviolet absorption spectrophotometry.
Materials and Methods. The reference standard of enisamium iodide and the sample of finished drug product produced 
by Farmak JSC were used. The working concentration of enisamium iodide 0.02 mg/ml was established. The study was 
carried out using the spectrophotometer «Specord 250 Plus». 
Results and Discussion. The optimal wavelength for determination was found to be 267 nm.
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The method validation characteristics such as specificity, accuracy, precision, linearity, range, robustness, intermediate 
precision were studied in accordance with recommendations of the International Conference on Harmonization in the 
range of 0.016-0.024 mg/ml (80–120 %). 
The correlation coefficient between the fitted and observed values for enisamium iodide was high (r = 0.99996), at the 
same time the relative confidence interval was low (∆z = 0.23 %). 
Solutions were confirmed to be stable for 48 hours at the room temperature.
Conclusions. The spectrophotometric method of enisamium iodide assay in capsules was developed, experimentally was 
established that the described method can be used for quality control of enisamium iodide capsules.

Key words: enisamium iodide; capsules; assay; spectrophotometry; validation.
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