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Проведено валідацію спектрофотометричної 
методики кількісного визначення ізотоніч-

ного розчину левоміцетину 0,02%, виготовле-
ного в умовах аптеки. Валідація була здійснена 
згідно з вимогами Державної Фармакопеї Ук-
раїни. Вивчення валідаційних характеристик 
методики, статистична обробка отриманих ре-
зультатів експерименту дозволяють визначити 
придатність методики для розв’язання постав-
лених завдань в умовах аптек та лабораторій з 
контролю якості лікарських засобів.

Ключові слова: валідація аналітичних методик, 
кількісний аналіз, розчин левоміцетину 0,02% ізо-
тонічний.

ВСтуп
Валідація є важливою частиною системи за-

безпечення і контролю якості лікарських за-
собів. Згідно з вимогами Державної Фарма-
копеї України (ДФУ) методики кількісного 
визначення лікарських засобів повинні бути 
валідовані. У даний час існує ряд рекомендацій 
щодо організації процесу валідації методик та її 
проведення. Але слід враховувати, що для кож-
ного окремого випадку валідація аналітичних 
методик вимагає індивідуального підходу [4].

Метою роботи було проведення валідації 
аналітичної методики та аналіз метрологічних 
характеристик кількісного спектрофотомет-
ричного визначення ізотонічного розчину ле-
воміцетину 0,02%. Склад [1]:

левоміцетину — 0,02 г;
натрію хлориду — 0,9 г;
води очищеної до 100 мл.

Дана екстемпоральна лікарська форма — 
очні краплі, які виготовляють про запас, що 
зберігаються готовими до видачі за рецептом 
або на замовлення. Їх не виготовляють у ве-
ликих масштабах у промисловому виробниц-
тві. Прописують у невеликих кількостях (5-
10 мл) з розрахунком використання препарату 
протягом нетривалого часу. Виготовлення лі-
карського засобу про запас здійснюється згідно 
з правилами аптечної технології відповідних лі-
карських форм. Левоміцетин — антибіотик ши-
рокого спектру дії, має бактеріостатичну дію, 
що й обумовлює його затребуваність в аптечній 
рецептурі. 

МАтЕРІАЛИ тА МЕтОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ

При проведенні дослідження використову-
вали субстанцію левоміцетину (фірма «Lachema 
a.s.» Чехія), яка відповідає вимогам ВР 98, Eur. 
Ph. 2000. Для роботи застосовували аналітичне 
обладнання: спектрофотометр 46 «Ломо»; ваги 
АВ 204 S/A METTLER TOLEDO, рН-метр РВ-
11, фірми «Sartorius AG» (Німеччина); реакти-
ви, які відповідають вимогам ДФУ, мірний посуд 
класу А, який відповідає ДОСТу 29228-91 [2].

Спектрофотометричне визначення ізотоніч-
ного розчину левоміцетину 0,02% методом 
стандарту проводили за допомогою вимірюван-
ня оптичних густин при обраній довжині хвилі 
278 нм розчину випробуваного зразка (Ах)  
і розчину порівняння (Аst) з концентрацією Сst  
і розрахунку концентрації Сх аналізованого 
компонента, виходячи з формули [6]:

Вимірювання проводили з використан-
ням кювети завдовжки 1 см при температурі 
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(20±1)єС за однакових умов з мінімальним ін-
тервалом у часі.

Методика кількісного визначення левоміце-
тину у лікарській формі.

Розчин порівняння 0,02 г (точна наважка) 
субстанції поміщали у мірну колбу місткістю 
100 мл і суспендували у 5 мл води Р. Коли суб-
станція цілком була змочена, додавали 70 мл 
води Р та перемішували до повного розчинен-
ня, потім доводили об’єм розчину водою Р до 
100,0 мл. 5,0 мл одержаного розчину поміщали 
у мірну колбу місткістю 50 мл, доводили об’єм 
водою Р до мітки (готували чотири паралель-
них розведення).

Випробуваний та модельні розчини готу-
вали в умовах аптеки за правилами аптечної 
технології: m г (точна наважка) субстанції по-
міщали у мірну колбу місткістю 250 мл, дода-
вали 170 мл води Р та перемішували до повно-
го розчинення, потім доводили об’єм водою Р 
до мітки. Далі розведення готували за такою 
самою схемою (готовили три паралельних роз-
ведення). Кількість натрію хлориду у всіх мо-
дельних розчинах вводили відповідно до про-
пису [9, 11].

Розчин «плацебо»: 0,9 г натрію хлориду по-
міщали у мірну колбу місткістю 100 мл, доводи-
ли об’єм водою Р до мітки. Визначення оптич-
ної густини розчину плацебо проводили тричі.

Відразу після виготовлення вимірювали оп-
тичну густину розчинів випробуваного зразка 
та зразка порівняння при довжині хвилі 278 нм 
відносно розчинника — вода Р.

Вимірювання оптичної густини проводили з 
вийманням кювети.

Статистичну обробку одержаних резуль-
татів проводили відповідно до статті, що наве-
дена в Доповненні 1 ДФУ [5-7].

РЕзуЛЬтАтИ ДОСЛІДЖЕННЯ  
тА їх ОбГОВОРЕННЯ

Існує набір типових валідаційних характе-
ристик, які визначаються безпосередньо та є не-
обхідними у процесі валідації аналітичних ме-
тодик: правильність, збіжність, специфічність, 
лінійність, діапазон застосування, відтворю-
ваність [5-7]. Для опрацювання спектрофото-
метричного методу нами було отримано та вив-
чено ультрафіолетовий спектр поглинання від 
200 нм до 320 нм, характер залежності оптичної 
густини від концентрації випробуваного розчи-
ну у допустимих межах концентрації. Отрима-
ний ультрафіолетовий спектр поглинання свід-
чить про належність левоміцетину до похідних 

n-заміщених нітробензолу [3] і має максимум 
при довжині хвилі 278 нм, що також відповідає 
аналітичній довжині хвилі, яку рекомендує Єв-
ропейська фармакопея [12].

Відповідно до вмісту левоміцетину (0,02%) 
в лікарській формі й враховуючи вимоги АНД 
[10] (у нашому випадку ±15%) ми обрали діа-
пазон застосування методики від 70 до 130%. У 
діапазоні цих концентрацій повинно забезпечу-
ватись методикою дотримання вимог до ліній-
ності, відтворюваності у межі припустимих 
(критичних) статистичних значень для валіда-
ційних характеристик методики [5].

Перед початком експерименту перш за все 
було проведено теоретичний розрахунок кри-
теріїв прийнятності методики аналізу [5-7, 12]: 
максимально припустимої повної невизначенос-
ті методики, яка встановлює , мак-
симальної систематичної похибки — , 
критичного значення , ін-
дексу кореляції , критичного значен-
ня практичної невизначеності вільного члена 
лінійної залежності — .

Вплив плацебо визначали, вимірю-
ючи оптичну густину  розчину на-
трію хлориду 0,9% тричі з вийманням кю-
вети. Паралельно вимірювали оптичну 
густину розчину порівняння . Було визна-
чено середнє значення оптичної густини роз-
чину плацебо ; . Критерієм 
незначимості впливу плацебо є виконання не-
рівності . У дано-
му випадку вплив плацебо у сумарне поглинан-
ня препарату становить . 
За отриманими результатами маємо нерівність 

Рис. 1. Графік залежності оптичної густини від концентрації 
левоміцетину в нормалізованих координатах.
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ТАБЛиця 1
Результати аналізу модельних розчинів для визначення левоміцетину  

та результати їх статистичної обробки

№ модельного 
розчину

Наважки 
левоміцетину, 

мг (mst=0,0200)

Введено у % до концентрації 
розчину порівняння (Xiфакт%)

Оптичні 
густини Аі 
(Аst=0,601)

Знайдено у % до концентрації 
розчину порівняння (Yi%)

Знайдено у % 
до введеного 
Zi=100(Yi/Xi)

1 0,0348 69,60 0,418 69,55 99,93

2 0,419 69,72 100,17

3 0,420 69,88 100,41

4 0,0430 86,00 0,515 85,69 99,64

5 0,514 85,52 99,45

6 0,516 85,86 99,83

7 0,0502 100,40 0,601 100,00 99,60

8 0,600 99,83 99,44

9 0,602 100,17 99,77

10 0,0575 115,00 0,692 115,14 100,12

11 0,691 114,98 99,98

12 0,692 115,14 100,12

13 0,0651 130,20 0,780 129,78 99,68

14 0,782 130,12 99,94

15 0,781 129,95 99,81

середнє Z% 99,86

відносне стандартне відхилення, Sz% 0,28

відносний довірчий інтервал, as%=t(95%,14)*Sz 0,49

критичне значення для збіжності результатів, as% 4,80%

систематична похибка, 0,14

критерій невизначеності систематичної похибки: 1) as/ n=1,54/ 15, 2) якщо не виконується 1, то 1,54 0,40

загальний висновок про методику коректна

0,22% 0,5%, тобто фонове поглинання є незна-
чущим, і методика характеризується припусти-
мою специфічністю. 

Оцінку лінійної залежності проводили на 
всьому діапазоні застосування методики. Вив-
чення характеру залежності оптичної густи-
ни від концентрації проводили, використову-
ючи 15 модельних розчинів для аналізу, тобто 
5 аналітичних розчинів з точними наважками 
концентрацій: 70%, 85%, 100%, 115%, 130% з 
подальшим приготуванням на основі кожного 
по три паралельних розведення (більш деталь-
ніше ця стандартизована процедура описана в 
роботі) [8]. Побудову калібрувального графіку 
проводили в нормалізованих координатах [5-

7] (рис. 1). Для кожного з п’яти розчинів зраз-
ка розраховували середні значення оптичної 
густини . Одержані результати обробля-
ли методом найменших квадратів для прямої 

 згідно з вимогами ДФУ. Розрахо-
вані статистичні величини  (за-
лишкове стандартне відхилення) та  (ко-
ефіцієнт кореляції) — наведені на рис. 1 та  
в табл. 1.

Вимоги до параметрів лінійної залежності  
у даному випадку виконуються на всьому діа-
пазоні застосування методики (70-130%). 

Для проведення вимірів та розрахунку мет-
рологічної оцінки збіжності та правильності 
методики було одержано чотири значення оп-
тичних густин для розчину порівняння та  

ТАБЛиця 2
Результати визначення впливу коливання рН на поглинання оптичної густини аналітичними 

розчинами

№ розчину
Оптичні густини *

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

1 0,5153 0,5148 0,5160 0,5154 0,0006 0,06 0,18

1,542 0,5998 0,6011 0,5999 0,6003 0,0007 0,07 0,21

3 0,6930 0,6900 0,6938 0,6923 0,0020 0,20 0,58

Примітка: * — значення оптичної густини є середнім 3 вимірів розчину.
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15 значень оптичних густин модельних роз-
чинів. Отримані результати наведені в табл. 1.

Для оцінки робасності проводили дослід-
ження впливу рН середовища на стабільність 
оптичного поглинання модельних розчинів 
(85%, 100%, 115%), при цьому відтворювали 
коливання рН±10% (від 5,38 до 6,58). Було 
здійснено 3 випробування для визначення 
впливу рН середовища аналізованих розчинів: 
випробування 1 — додали по 1 краплі 0,01  
М розчину HCl; випробування 2 — без дода-
вання; випробування 3 — додали по 1 краплі 
0,01 М розчину NaOH. Для отриманих модель-
них розчинів вимірювали оптичну густину при 
обраній довжині хвилі.

Статистичні результати впливу коливань 
рН на результати аналізу наведено в табл. 2 та 
свідчать, що дана методика надійна при її вико-
нанні в зазначених умовах.

Перевірку стабільності аналітичного розчи-
ну проводили протягом години. Отримані ре-
зультати наведені в табл. 3. Статистична оцінка 
впливу часу на аналізований розчин відповідає 
критеріям прийнятності, тобто не перевищує 
систематичну похибку max , %=1,54.

Щоб дослідити відтворюваність методи-
ки за методом стандарту в умовах іншої лабо-
раторії, були проведені вимірювання оптичної 
густини розчинів однієї аналітичної серії на ін-
шому обладнанні, в різні дні, у двох різних ла-
бораторіях, різними аналітиками. Отримані ре-
зультати,  наведені в табл. 4, являють собою 
результати порівняння статистичних відхилень 
двох різних вимірювань і свідчать, що дана ме-
тодика може бути коректно відтворена в іншій 
лабораторії.

Прогноз повної невизначенос-

ті методики розраховували за формулою: 

. Невизначеність кінцевої 

аналітичної операції у нашому випадку (спек-

трофотометрії) становить:  [4, 8], 

невизначеність пробопідготовки за ДФУ [6] — 

, тобто  та відповідає 

вимогам .
Статистичну обробку одержаних резуль-

татів експерименту проводили за схемою, наве-
деною в ДФУ [5-7].

ВИСНОВкИ
1. Здійснено валідацію аналітичної методи-

ки кількісного визначення ізотонічного розчи-
ну левоміцетину 0,02% аптечного виготовлення 
за валідаційними характеристиками: специфіч-
ність, робасність, лінійність, правильність, 
збіжність та відтворюваність. Отримані метро-
логічні характеристики методики не перевищу-
ють критерії прийнятності відповідно до ДФУ.

2. На основі отриманих результатів експе-
рименту методика може бути використана при 
аналізі даної лікарської форми в умовах аптек 
та лабораторій з контролю якості лікарських 
засобів.

ТАБЛиця 3
Стабільність у часі досліджуваного розчину та розчину порівняння

Розчин Термін дослідження стабільності nt, хв. ( )* Середнє RSDt, % t, % max , %
0 15 30 45 60

досліджуваний 0,6000 0,5990 0,6040 0,6040 0,6010 0,6024 0,41 0,87
1,54

порівняння 0,5980 0,6000 0,6000 0,6030 0,6020 0,6006 0,32 0,69

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

ТАБЛиця 4
Результати дослідження відтворюваності 

методики

№ випробуваного розчину
Величини Zi

Лаб. 1 Лаб. 2

1 99,83 99,4

2 100,17 99,98

3 100,41 99,69

4 99,64 99,75

5 99,45 99,99

6 99,83 99,99

7 99,6 100,21

8 99,44 99,8

9 99,77 100

10 100,12 100,19

11 99,98 99,84

12 100,12 99,84

13 99,68 100,79

14 99,94 100,79

15 99,81 100,95

Середнє 99,86 100,08

Об’єднане середнє, Zintra% 99,97

Sintra% 0,30 0,46

SDintra% 0,39

Міжлабораторна систематична похибка, д 0,03

Відносний довірчий інтервал, intra% 0,21
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О.А.Евтифеева, А.Ю.Бочкарева, В.А.Геор
гиянц. Спектрофотометрическое определе
ние количественного содержания левомицети
на 0,02% в изотоническом растворе аптечного 
изготовления. Харьков, Украина.

Ключевые слова: валидация аналитических 
методик, количественный анализ, раствор лево-
мицетина 0,02% изотонический.

Проведена валидация аналитической методи-
ки количественного определения изотонического 
раствора левомицетина 0,02% спектрофотомет-
рическим методом, изготовленного в условиях ап-
теки. Валидация была проведена согласно требо-
ваниям Государственной Фармакопеи Украины. 
Изучение валидационных характеристик мето-
дики, статистическая обработка полученных ре-
зультатов эксперимента позволяют определить 
пригодность методики для решения поставленных 
задач в условиях аптек и лабораторий по контро-
лю качества лекарственных средств. 

O.A.Evtifeyeva, A.Yu.Bochkarоva, V.A.Geor
giyants. Spectrophotometric quantitative determi
nation of the pharmacy medicinal isotonic solution 
of the laevomycetin 0,02%. Kharkiv, Ukraine.

Key words: validation of the analytical method, 
quantitative analysis, isotonic solution of the laevo-
mycetin 0,02%.

The validation of the analytical method of the 
quantitative determination of the isotonic solution 
with laevomycetin 0,02% is conducted. The valida-
tion was carried out under the scheme that is resulted 
in the State Pharmacopoeia of Ukraine. Definition of 
the parameters of the validation, the statistical treat-
ment of received experimental results was carried out. 
It has allowed coming to conclusion about suitability 
of the given method for the decision of a task in view 
in the conditions of chemist’s shops and the state lab-
oratories.
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