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Проведено розробку аналітичної методи-
ки спектрофотометричного кількісного 

визначення ізотонічних розчинів пілокарпіну 
гідрохлориду аптечного виготовлення. Прове-
дено валідацію запропонованих аналітичних 
методик згідно з вимогами Державної Фарма-
копеї України за валідаційними характеристи-
ками: специфічність, робасність, стабільність 
у часі, лінійність, правильність, збіжність та 
відтворюваність у двох різних лабораторіях. 
Одержані експериментальні дані свідчать, що 
методика може бути коректно відтворена та 
придатна для використання в аптечних умо-
вах.
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ВСтуп
Серед екстемпоральних лікарських препа-

ратів особливе місце займають лікарські форми 
з вмістом пілокарпіну гідрохлориду. Пілокар-
пін — найбільш відомий препарат, який широко 
використовується при лікуванні глаукоми. Не-
зважаючи на те, що вперше використання піло-
карпіну для зниження внутрішньоочного тиску 
у вигляді крапель було запропоновано у 1877 
р. [17], цей препарат і на даний час характери-
зується достатньо великим попитом у клініч-
ній практиці. Розчини пілокарпіну гідрохло-
риду 1%, 2%, 4%, 6% виготовляються в аптеках 
про запас [4]. 

Молекула пілокарпіну включає два цик-
ли: імідазолу і 4,5-дигідрофуранону (фурано-

вий цикл лактонного характеру). Наявність 
алкільного замісника (метил) при першому 
атомі азоту та наявність «піридинового» азоту 
у третьому положенні обумовлює слабкі основ-
ні властивості (рКВ=7,15). Таким чином, його 
сіль з мінеральною кислотою хлористоводне-
вою піддається гідролізу з утворенням кисло-
го середовища розчину. Наявність лактонного 
циклу обумовлює здатність до гідролітичного 
розкладання, тобто в лужному середовищі йде 
його розкривання з одночасною ізомерією ре-
човини [3].

Описані в літературі методи контролю 
якості лікарських форм на основі пілокарпі-
ну гідрохлориду обумовлені наявністю в його 
структурі молекули кислоти хлористоводневої, 
що дозволяє проводити кількісне визначення 
лікарських форм об’ємними методами аналізу: 
титрування у неводних розчинниках [2, 3, 5, 15], 
алкаліметричне [1, 3, 13, 15], аргентометричне 
[13, 15], меркуриметричне [15], а також йодо-
метричне [15]. Хімічна будова молекули дозво-
ляє проводити кількісне визначення лікарських 
форм фізико-хімічними методами: фотоколо-
риметричне визначення на основі гідроксамо-
вої реакції [3] та спектрофотометричне, оскіль-

Рис. 1. Спектр поглинання пілокарпіну гідрохлориду.
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ки він має характерний спектр поглинання в ІЧ 
та УФ областях спектра [15].

Згідно із сучасними вимогами до контролю 
якості лікарських засобів аналітичні методи по-
винні характеризуватись високою експресніс-
тю, більш високою точністю, чутливістю та спе-
цифічністю. Такими властивостями найбільш 
володіють фізико-хімічні методи. Враховуючи 
те, що дослідження проводяться для лікарської 
форми екстемпорального виготовлення, мето-
дика повинна працювати в аптечних умовах. 

Метою дослідження була розробка та валі-
дація спектрофотометричної методики кіль-
кісного визначення для розчинів пілокарпіну 
гідрохлориду аптечного виготовлення.

На початку експерименту провели дослід-
ження спектра поглинання в ультрафіолетовій 
області пілокарпіну гідрохлориду в розчині 
хлористоводневої кислоти 0,01 М концентра-
ції (рис. 1). 

Отримані дані свідчать, що пілокарпі-
ну гідрохлорид характеризується максиму-
мом поглинання при довжині хвилі 215 нм 

. Передбачається, що при додаванні 
розчину кислоти хлористоводневої відбуваєть-
ся стабілізація молекули пілокарпіну гідрохло-
риду, що є необхідною умовою спектрофото-
метричного визначення.

Враховуючи все вище зазначене, була 
розроблена спектрофотометрична методика 
кількісного визначення пілокарпіну гідрохло-
риду.

Було теоретично прогнозовано невизна-
ченість пробопідготовки  з використанням 
максимальної невизначеності зважування на-
важки, аліквоти малого об’єму, доведення до 
об’єму в мірній колбі, яка рекомендована ДФУ 
[12]. Отримані дані для 1% та 2% розчинів 
представлені в табл. 7. Повна невизначеність 
пробопідготовки становить: sp, 1%=1,09%,  

sp, 2%=1,08%. Отримані дані невизначеності 
пробопідготовки для розчинів концентрації 
4% та 6% значно перевищують граничну 
невизначеність. Таким чином, валідацію 
методики проводили для розчинів 1% та 2% 
концентрацій.

МАтЕРІАЛИ тА МЕтОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ

Для проведення досліджень використо-
вували субстанцію пілокарпіну гідрохлори-
ду виробництва Souretech Quimica LTD, серії 
№05СD04, яка відповідає вимогам ВР 98, USP 
24, ДФУ.

Для роботи застосовували мірний посуд 
класу А, реактиви, які відповідають вимогам 
ДФУ, аналітичні ваги АВ 204 S/A METTLER 
TOLEDO, рН-метр РВ-11, фірми «Sartorius AG» 
(Німеччина), спектрофотометр «SPECORD 
200», спектрофотометр 46 «Ломо».

Для експерименту були виготовлені лі-
карські форми 1% та 2% розчинів пілокарпі-
ну гідрохлориду, враховуючи правила аптечної 
технології, за прописом:

пілокарпіну гідрохлориду 1,0 г; 2,0 г; 
натрію хлориду 0,68 г; 0,46 г;
води до 100 мл.
Методика кількісного визначення пілокарпіну 

гідрохлориду у 1% розчині: 1,0 мл розчину 
пілокарпіну гідрохлориду 1% поміщають у 
мірну колбу 50 мл, доводять водою Р до мітки 
(розчин А). 5 мл розчину А поміщають у мірну 
колбу 50 мл, доводять 0,01 М розчином кислоти 
хлористоводневої до мітки.

Методика кількісного визначення пілокарпіну 
гідрохлориду у 2% розчині: 1,0 мл розчину 
пілокарпіну гідрохлориду 2% поміщають у 
мірну колбу 100 мл, доводять водою Р до мітки 
(розчин А). 5 мл розчину А поміщають у мірну 
колбу 50 мл, доводять 0,01 М розчином кислоти 
хлористоводневої до мітки.

Розчин порівняння: 0,02 г (точна наважка) 
пілокарпіну гідрохлориду РСО поміщають у 
мірну колбу місткістю 100 мл і додають 70 мл 
ізотонічного розчину, перемішують до повного 
розчинення пілокарпіну гідрохлориду, доводять 
об’єм ізотонічним розчином до мітки. 1,0 мл 
розчину поміщають у мірну колбу місткістю 
100 мл, доводять об’єм 0,01 М розчином кисло-’єм 0,01 М розчином кисло-
ти хлористоводневої до мітки. Далі проводять 
вимірювання оптичної густини розчину.

Приготування модельних-робочих розчинів. 
Точну наважку пілокарпіну гідрохлориду (m, г) 
поміщали у мірну колбу місткістю 100 мл, дода-
вали точну наважку натрію хлориду відповідно 
до пропису та доводили водою Р до 100,0 мл.

Для кожного з розчинів, які досліджуються, 
тобто 1% та 2%, готували п’ять модельних роз-
чинів з точними наважками таких концентра-
цій: 80%, 90%, 100%, 110% і 120% відповідно до 
вмісту в лікарській формі.

Розчин плацебо (blank). 0,9 точну наважку 
натрію хлориду поміщали у мірну колбу міст-
кістю 100 мл та доводили 0,01 М розчином кис-
лоти хлористоводневої до мітки. 

Кількісне визначення пілокарпіну гідрохло-
риду спектрофотометричним методом стан-
дарту проводили за допомогою вимірювання 
при 215 нм (обрана аналітична хвиля) оптич-
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них густин розчину випробуваного зразка (Аі) 
і розчину порівняння (Аst) з концентрацією Сst. 
Розрахунок концентрації Сх аналізованого ком-
понента проводили за формулою [11]: 

, де
 — оптична густина випробуваного 

розчину;
 — оптична густина стандартного розчину;
 — концентрація розчину стандартного 

зразка (г/мл);
b  — розведення (мл);
a  — аліквота (мл).
Вимірювання оптичних густин випробува-

ного розчину і розчину порівняння проводили 
з використанням кювети завдовжки 1 см при 
температурі (20±1)°С за одних і тих самих умов 
з мінімальним інтервалом у часі.

РЕзуЛЬтАтИ ДОСЛІДЖЕННЯ  
тА їх ОбГОВОРЕННЯ

Діапазон застосування методики. При прове-
денні спектрофотометричного кількісного виз-
начення пілокарпіну гідрохлориду було обра-
но діапазон застосування методики від 80% до 
120%, враховуючи вміст пілокарпіну гідрохло-
риду й вимоги АНД у випадку 1,0% розчину 
±6% та у випадку 2,0% розчину ±5% [16].

Розрахунок критеріїв прийнятності 
методики проводили відповідно до вимог ДФУ 
[12], враховуючи стандартизовану процедуру 
проведення валідації [7]: максимально 
допустимої повної невизначеності —  
max As 1%=1,92%, max As 2%=1,60%; максималь-
ної систематичної похибки — max 1%=0,6144%, 
max 2%=0,5120%; критичне значення остаточ-
ного стандартного відхилення , 

; критичне значення індексу коре-
ляції , ; критичне значен-
ня практичної невизначеності вільного члена 
лінійної залежності — , .

Підтвердження специфічності вміщує до-
каз того, що відносна системна похибка  
( noise, %), яка вноситься допоміжними 
речовинами у визначення речовини, що 
аналізується, є не значимою у порівнянні з 
максимально допустимою невизначеністю 
аналізу ( AS, %) [8]. Для того, щоб визначити 
вплив плацебо, паралельно провели 
вимірювання оптичної густини (Аblank) розчину 
плацебо три рази з вийманням кювети та 
оптичної густини (Аst) розчину порівняння 
у номінальній концентрації. Було знайдено 
середнє значення оптичної густини розчину 
плацебо: Аblank=0,0013 та значення оптичної 
густини розчину порівняння Аst=0,476.

Відносну систематичну похибку, що 
вноситься допоміжними речовинами, 

розраховували за формулою: 

. За отриманими дани-

ми нерівності [8]: у випадку 1% розчину[8]: у випадку 1% розчину 
 та у випадку 2% 

розчину  не вико-
нуються. Таким чином, вимірювання проводи-
ли по відношенню до розчину плацебо.

На стадії розробки аналітичної методики 
згідно зі статтею ДФУ «Валідація аналітичних 
методик» необхідно перевірити її робасність, 
тобто стійкість методики до малих змін умов 
проведення експерименту: стабільність аналі-
тичних розчинів у часі та вплив рН на коливан-
ня оптичної густини.

Вивчення залежності оптичної густини від 
часу протягом обраного інтервалу: через 15, 
30, 45 та 60 хв. [6]. Для отриманих величин оп-
тичної густини розрахували середнє віднос-
не стандартне відхилення (RSDt, %) та віднос-
ний довірчий інтервал ( t, %), який не повинен 
перевищувати значення максимальної систе-
матичної похибки. Виходячи з отриманих да-
них (табл. 1), випробувані розчини та розчини 

ТАБЛиця 1
Результати дослідження стабільності розчинів пілокарпіну гідрохлориду розробленої методики

Модельний розчин
Термін дослідження стабільності nt, хв. ( )

Середнє RSDt, % t, % max , %
0 15 30 45 60

Розчин порівняння
Порівняння 0,4763 0,4767 0,4763 0,4763 0,4770 0,4765 0,0625 0,1333

1% розчин
Випробуваний 0,4753 0,4766 0,4756 0,4756 0,4773 0,4761 0,1757 0,3745 0,61

2% розчин
Випробуваний 0,4766 0,4773 0,4766 0,4776 0,4776 0,4772 0,1059 0,2258 0,51

Примітка: * — значення оптичної густини є середнім 3 вимірів розчину.
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порівняння 1% та 2% концентрації характери-
зуються стабільністю.

Для вивчення впливу рН середовища 
штучно створювали коливання рН ±10% [9]. 
Аналітичні розчини мають кисле середови-
ще — рН=2, тому інтервал відхилень складає  
1,8-2,2 рН. В експерименті виявили, що вплив 
коливань не вносить змін до величин оптич-
ної густини та не перевищує максимальну не-
визначеність методики для 1% та 2% розчинів 
(табл. 2). 

Дослідження лінійності аналітичної методи-
ки проводили на 5 модельних лікарських фор-
мах з урахуванням рівномірного розкиду кон-
центрацій 1% та 2% пілокарпіну гідрохлориду 
від номінального вмісту за прописом на всьо-
му діапазоні застосування методики (80%, 90%, 
100%, 110%, 120%) за схемою згідно з вимогами 
ДФУ [10]. Одержані результати для методики 
визначення розчину наведено в табл. 3. Побу-
дову калібрувального графіку (рис. 2) прово-
дили у нормалізованих координатах [8]. Одер-
жані результати свідчать, що в нашому випадку 
виконуються вимоги до параметрів лінійної за-
лежності, тобто лінійність методик підтверд-
жується на всьому діапазоні концентрацій (80-
120%). 

Правильність та збіжність методики вивчали 
за результатами аналізу тих самих модельних 
розчинів. Результати вивчення правильності 
та збіжності для розчину 2%: відносне стандар-
тне відхилення — 0,7874, відносний довірчий 
інтервал вмісту пілокарпіну гідрохлориду — 
1,3868%, критичне значення для збіжності ре-
зультатів — 1,60%, значима систематична по-
хибка — 0,38% та її критичне значення — 0,51% 
не перевищують критеріїв прийнятності мето-

дики. Отримані результати визначення відпові-
дають вимогам до параметрів правильності та 
збіжності.

Відтворюваність оцінювали шляхом про-
ведення міжлабораторних досліджень. Розра-
ховували середнє значення концентрації пі-
локарпіну гідрохлориду в лікарській формі за 
експериментальними даними двох лабораторій 
Zintra, об’єднане відносне стандартне відхилення 
RSDZintraintra, міжлабораторну систематичну погріш-
ність Zintraintra, відносний довірчий інтервал серед-
нього значення intra. Результати статистичної 
обробки отриманих експериментальних даних 
наведено у табл. 5. Отримані дані стосовно 
1% розчину показали, що методика коректна 
та відтворювана в різних лабораторіях. 
Валідаційні характеристики 2% розчину  
( Zintraintra=0,52 0,51, intra=1,68 1,60%) перевищу-
ють критичні значення, тобто нерівність не 
виконується. Однак це можна пояснити більш 

ТАБЛиця 2
Результати дослідження впливу рН середовища на поглинання оптичної  

густини аналітичними розчинами.

№ модельного 
розчину

Оптичні густини  (Аst=0,476)

середнє SrрН RSDpH,  
% pH, %

max
,

 %
випробування 1:  

+1 крп. 0,01 М НСl
випробування 2: 

без додавання

випробуваня 3: 
+1 крп. 0,01 М 

NaOH
розчин 1%

1 0,4247 0,4277 0,4273 0,4266 0,0016 0,1644 0,48
0,612 0,4740 0,4770 0,4747 0,4752 0,0016 0,1575 0,46

3 0,5160 0,5187 0,5173 0,5173 0,0013 0,1333 0,39
розчин 2%

1 0,4280 0,4293 0,4303 0,4292 0,0012 0,1171 0,34
0,512 0,4750 0,4767 0,4760 0,4759 0,0008 0,0839 0,24

3 0,5133 0,5123 0,5133 0,5130 0,0006 0,0577 0,17

Примітка: * — значення оптичної густини є середнім 3 вимірів розчину.

Рис. 2. Графік залежності об’єму титранту від концентрації 
пілокарпіну гідрохлориду у нормалізованих координатах.



ОРИГІНАЛЬНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ

91Український журнал клінічної та лабораторної медицини • Том 4, №2, 2009

жорсткими допусками вмісту діючої речовини, 
що висуваються до розчину цієї концентрації 
наказом МОЗ №626 [16]. Потрібно відмітити,[16]. Потрібно відмітити, 
що за всіма іншими метрологічними характе-
ристиками ця методика відповідає визначеним 
критеріям. Тобто за умови розширення допус-
ків вмісту діючої речовини для цієї лікарської 
форми дана методика може бути коректно 
відтворена в умовах лабораторій з контролю 
якості лікарських засобів та аптек та дозволяє 
контролювати її якість відповідно до вимог 
ДФУ. На користь цього висновку свідчать ре-
зультати прогнозу повної невизначеності цієї 
методики.

Для підтвердження відтворюваності мето-
дики в інших лабораторіях необхідно провес-
ти прогноз повної невизначеності методики, 
яка не повинна перевищувати максималь-
но допустиму невизначеність результатів  
аналізу.

Розрахунок повної невизначеності прово-
дили за формулою [11]: . Не-
визначеність пробопідготовки  наведено 
вище. Невизначеність , що прогнозується, 
кінцевої аналітичної операції, яка залежить 
від точності аналітичного методу, у випадку 
спектрофотометрії дорівнює 0,7% [8]. ця 
величина характеризує ту невизначеність 

кінцевої аналітичної операції, яка характерна 
на даний час для вітчизняних лабораторій з 
аналізу лікарських засобів [8].[8].

Отже, повна невизначеність аналітич-
ної методики для 1% розчину складає:

, для  
2% розчину:

 та 
не перевищує критичного значення, тобто ме-
тодика даватиме коректні результати в інших 
лабораторіях (табл. 3). 

ВИСНОВкИ
1. Запропоновано статистично обґрунтовану 

раціональну методику кількісного визначення 
розчинів пілокарпіну гідрохлориду 1% і 2%.

2. Здійснено процедуру валідації запро-
понованої методики кількісного визначення 
1% і 2% розчинів пілокарпіну гідрохлориду за 
валідаційними характеристиками: робасність, 
лінійність, правильність, стабільність, пре-
цизійність, збіжність, відтворюваність, невиз-
наченість пробопідготовки. За отриманими 
даними зроблено висновок, що методика від-
повідає вимогам ДФУ, може бути коректно від-
творена та придатною для використання в ап-
течних умовах.

ТАБЛиця 3
Розрахунок невизначеності пробопідготовки розробленої методики

Операція пробопідготовки Параметр розрахункової формули Невизначеність (%)
Розчин порівняння

1. Зважування на аналітичних вагах, г mst 0,0002 / 0,2 г * 100 = 0,1
2. Доведення до об’єму мірної колби, мл 100 0,12
3. Узяття аліквони піпеткою, мл 1,0 0,6
4. Доведення до об’єму мірної колби, мл 100 0,12

Випробуваний розчин для 1% лікарської форми
1. Зважування на аналітичних вагах, г mst 0,0002 / 1,0 г * 100 = 0,02
2. Доведення до об’єму мірної колби, мл 100 0,12
3. Узяття аліквони піпеткою, мл 1,0 0,6
4. Доведення до об’єму мірної колби, мл 50 0,17
5. Узяття аліквони піпеткою, мл 5,0 0,6
6. Доведення до об’єму мірної колби, мл 50 0,17

Повна невизначеність пробопідготовки: Дsp= (0,12 + 0,122 + 0,62 + 0,122 + 0,022+0,122+0,62+0,17 2+0,62+ 0,17 
2 ) =1,09

Випробуваний розчин для 2% лікарської форми
1. Зважування на аналітичних вагах, г mst 0,0002/2,00 г * 100 = 0,01
2. Доведення до об’єму мірної колби, мл 100 0,12
3. Узяття аліквони піпеткою, мл 1,0 0,6
4. Доведення до об’єму мірної колби, мл 100 0,12
5. Узяття аліквони піпеткою, мл 5,0 0,6
6. Доведення до об’єму мірної колби, мл 50 0,17

Повна невизначеність пробопідготовки: sp= (0,12 + 0,122 + 0,62 + 0,122 + 0,012+0,122+0,62+0,12 2+0,62+ 0,17 
2) =1,08
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Проведена разработка аналитической мето-
дики спектрофотометричного количественного 
определения изотонических растворов пилокарпи-
на гидрохлорида аптечного изготовления. Прове-
дена валидация предложенной аналитической ме-
тодики согласно требованиям Государственной 
Фармакопеи Украины по валидационным харак-
теристикам: специфичность, робасность, ста-
бильность во времени, линейность, правильность, 
сходство и воспроизводимость в двух разных ла-
бораториях. Полученные экспериментальные дан-
ные свидетельствуют о том, что методика мо-
жет быть корректно воспроизведена и пригодна 
для использования в аптечных условиях.

O.A.Evtifeyeva, K.I.Proskurina, V.A.Geor
giyants. Development and validation of the 
analytical method of spectrophotometrical 
quantitative determination of the solutions of 
pilocarpine hydrochloride of manufacturing ex 
tempore. Kharkiv, Ukraine.

Key words: pharmaceutical analysis, validation of 
analytical methodic, pharmacy made solution, pilocar-
pine hydrochloride.

The development of the analytical method of spec-
trophotometrical quantitative determination of the 
isotonic solutions of pilocarpine hydrochloride of man-
ufacturing ex tempore has been carried out. Accord-
ing to the requirements of the State Pharmacopoeia of 
Ukraine on the validation characteristics, such as: spec-
ificity, robastness, stability in the time, linearity, accu-
racy, repeatability and reproducibility in two different 
laboratories, the validation of the suggested analyti-
cal method has been carried out. Data give foundation 
that the method can be correctly reproduced and ap-
propriate for further using in chemistry condition. 
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