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КІНЕТИКО-СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧНЕ ВИЗНАЧЕННЯ АЦЕТИЛХОЛІНУ 
Блажеєвський М.Є., Криськів Л.С. 
Національний фармацевтичний університет, м. Харків 

Ацетилхолін (син. Ацетилхоліну хлорид, Аце-
колін, Міохол, Цитохолін і ін.) (АХ), 2-
(ацетилокси)-N,N,N-триметилетанаміну хлорид – 
естер ацетатної кислоти і алкоголю холіну є медіа-
тором центральної та периферичної нервової сис-
тем [1]. Його застосовують у медичній практиці 
при здійсненні операцій на рогівці ока [2], як пара-
симпатоміметичний засіб при спазмах артерій сіт-
ківки, при атонії кишківника і сечового міхура та 
деяких видах тахікардії. Уводять підшкірно та вну-
трішньом’язово по 0,05-0,1 г. Форма випуску: по 
0,2 г в ампулах ємкістю 5 мл в упаковці по 10 штук 
[1]. 

Європейська фармакопея рекомендує вміст ос-
новної речовини у субстанції визначати ацидимет-
рично (зворотнє титрування) у присутності індика-
тора фенолфталеїну [3]. 

У науковій літературі описані методики кількі-
сного визначення АХ з використанням різноманіт-
них фізико-хімічних методів: потенціометрії [4], 
амперометрії [5], спектрофотометрії [6] та флуо-
риметрії [7]. Зараз для кількісного визначення АХ 
у біологічних рідинах найчастіше користовуються 
методом ВЕРХ з електрохімічним детектором і 
хромато-масспектрометрією [8].  

Заслуговує на увагу кінетична методика кількі-
сного визначення АХ, яка ґрунтується на викорис-
танні як індикаторної реакції окиснення п-
фенетидину гідроген пероксидом [9]. 

Мета роботи. Опрацювати нову методику кі-
лькісного визначення АХ в субстанції кінетико-
спектрофотометричним методом, яка ґрунтується 
на використанні реакції окиснення 
3,3',5,5' тетраметилбензидину (ТМБ) гідроген пе-
роксидом як індикаторної на АХ. 

Використання у якості хромогенового субстра-
ту ТМБ обумовлене його комерційною доступніс-
тю, задовільною розчинністю, достатньою селек-
тивністю до пероксикарбонових кислот, а також 
стійкістю під час зберігання та застосування та 
безпечністю для персоналу (на відміну від викори-
стовуваних раніше канцерогенних бензидину та о-
діанізидину). 

В основі запропонованого кінетико-
спектрофотометричного методу кількісного визна-
чення АХ покладено систему двох послідовних 
реакцій: утворення в результаті пергідролізу АХ 
(реакція з Н2О2) надацетатної кислоти (НАК), а 
відтак взаємодія її з індикаторною речовиною ТМБ 
з утворенням забарвленого продукту – 3,3',5,5' тет-
раметилдифенохінондііміну (діаміну ТМБ), (λmax = 
450 нм, ε = 59000, рН 5,0), за світловбиранням яко-
го і здійснюють визначення. 

Матеріали та методи дослідження. Реаген-
ти: Використовували реагенти кваліфікації ч.д.а., 
двічі дистильовану воду. ТМБ (3,3',5,5' тет-

раметилбензидину дигідрохлориду гідрат) 97%, 
(ALDRICH, Німеччина), спирт етиловий 96% (Ду-
бов’язівський спиртовий завод, Україна), 30% роз-
чин гідроген пероксиду кваліфікації ч.д.а. Для 
створення та підтримання необхідного рН викори-
стовували 0,2 М фосфатні буферні розчини виго-
товлені за Гріном [10]. 

Для досліджень використовували субстанцію 
ацетилхоліну гідрохлориду фармакопейної чистоти 
(2-(ацетилокси)-N,N,N-триметилетанаміну хло-
рид), сухий стерильний порошок у флаконах, вміст 
основної речовини за даними методу ацидиметрії 
w=0,985%; (w(Н2О)=1%, 1 флакон містить 0,2 г 
ацетилхоліну гідрохлориду [11]. 

Приготування робочого розчину ТМБ 1·10-2 
моль/л. Наважку 0,313 г ТМБ розчиняли у мірній 
колбі на 100 мл у 50 мл спирту етилового 96%, до-
водили до позначки двічі дистильованою водою 
при 20°С та ретельно збовтували. 

Приготування розчину робочого стандартно-
го зразку (РСЗ) АХ (0,182 мг/мл) 1,0·10-3 моль/л. 
Точну наважку 0,1844 г АХ розчиняли в мірній 
колбі на 100 мл, доводили до позначки двічі дисти-
льованою водою при 20°С та ретельно збовтували. 
За допомогою піпетки відбирали 10 мл одержаного 
розчину та переносили у мірну колбу на 100 мл, 
об’єм доводили до позначки двічі дистильованою 
водою при 20°С та ретельно збовтували. 

Апаратура: Оптичну густину вимірювали на 
спектрофотометрі СФ-46 (ЛОМО, СССР) у кюветі 
з товщиною вбираючого шару l=3 см. Водневий 
показник розчинів контролювали за допомогою 
скляного електроду типу ЭСЛ 43-07 (електрод по-
рівняння – насичений калій хлоридом аргентумх-
лоридний електрод типу ЭВЛ-1М3.1) на лаборато-
рному іономірі И-130 (НПО „Аналитприбор”). 
Термостат UTU-2 (Zeamit, Польща). 

Методика отримання даних для побудови гра-
дуювального графіка: У мірну колбу на 25 мл по-
слідовно вносять 10,0 мл 0,2 моль/л фосфатного 
буферного розчину (рН = 8,5), 3,0 мл С2Н5OH 96%, 
від 0,5 до 2,5 мл 0,18 мг/мл розчину РСЗ АХ, 6,0 мл 
1·10-2 моль/л розчину ТМБ, 0,5 мл 5,6 моль/л Н2О2, 
доводять двічі дистильованою водою до позначки, 
ретельно перемішують одержаний розчин впро-
довж 30 с. Одержану суміш продовжують термо-
статували при 35°С. Через 15 хв вимірюють оптич-
ну густину одержаного розчину при 420 нм, вико-
ристовуючи як компенсаційний розчин сліпого 
досліду (без випробуваної речовини) та кювету з 
товшиною вбираючого шару 30 мм. Розчини перед 
зливанням термостатують при 35°С не менше 25-
30 хв, час фіксують секундоміром з моменту змі-
шування розчинів. 

Результати дослідження та їх обговорення. 
Установлено, що в інтервалі рН 6,86-9,5 швидкість 
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утворення продукту реакції – дііміну ТМБ прямо 
пропорційна концентрації АХ. Початкова стадія 
реакції – пергідроліз АХ – є лімітуючою стадією 
усього процесу і з максимальною швидкістю пере-
бігає в межах рН 8,2 - 8,5. Цe значення величини 
рН є оптимальним і для окиснення утвореною на-
дацетатною кислотою ТМБ. 

Концентраційна залежність світлопоглинання 
розчинів продукту реакцій пергідролізу та перок-
сикислотного окиснення ТМБ за 15 хв наведена на 
рис. 1. Рівняння графіку має вигляд 
А15 = (9,75±0,66)·102 с (коефіцієнт r=0,998), де с – 
молярна концентрація, моль/л. Як видно, лінійна 
залежність зберігається в інтервалі концентрацій 
АХ від 2·10-5 до 1·10-4 моль/л. 

 
Рис. 1. Залежність світлопоглинання розчинів 

утвореного продукту (λ=420 нм) за 15 хв (А15) у 
системі ТМБ-Н2О2-AХ від концентрації ацетилхо-
ліну. с (ТМБ) = 1,6·10-3 моль/л; с (Н2О2) = 0,11 
моль/л; φ (С2Н5ОН) = 32,0%; рН = 8,5. Т = 308 К. 

Хімізм процесів пергідролізу АХ та перокси-
кислотного окиснення ТМБ наведений на рис. 2. 

 
Рис. 2. Схема реакцій пергідролізу ацетилхолі-

ну та пероксикислотного окиснення ТМБ. 

Виявлені кінетичні особливості перебігу реа-
кцій у поєднанні з достатньо високою селектив-
ністю індикаторної реакції на НАК з ТМБ в при-
сутності відносно великого надлишку гідроген 
пероксиду покладені в основу розробленої нами 
методики кількісного визначення мікрограмових 
кількостей АХ у водно-спиртових розчинах кіне-
тичним методом фіксованого часу.  

Методика кількісного визначення вмісту осно-
вної речовини у субстанції лікарської речовини АХ: 
Близько 0,02 г (точна наважка) РСЗ субстанції АХ 
розчиняють в мірній колбі на 100 мл, доводять до 
позначки двічі дистильованою водою при 20°С та 
ретельно збовтують. Розчин термостатують при 
35°С не менше 25-30 хв. У мірну колбу на 25 мл 

послідовно вносять термостатовані при 35°С роз-
чини: 10,0 мл 0,2 моль/л фосфатного буферного 
розчину (рН = 8,5), 3,0 мл С2Н5OH 96%, 2,0 мл до-
сліджуваного розчину АХ, 6,0 мл 1·10-2 моль/л 
розчину ТМБ, 0,5 мл 5,6 моль/л Н2О2, вмикають 
секундомір, доводять двічі дистильованою водою 
до позначки, ретельно перемішують. Одержану 
суміш продовжують термостатували при 35°С. 
Через 15 хв вимірюють оптичну густину одержа-
ного розчину при 420 нм, використовуючи як ком-
пенсаційний розчин сліпого досліду (без випробу-
ваної речовини) та кювету з товшиною вбираючого 
шару 30 мм. Аналогічно виконують визначення з 
1,0·10-3 моль/л розчином РСЗ. 

Вміст основної речовини w (масова частка) у 
перерахунку на суху речовину С7Н16СlNO2, у %, 
обчислюють за формулою: 

o))2w(н100(н1000
%100100100

w
−⋅⋅
⋅⋅⋅

=
m

С , 

де С – концентрація АХ, мг/мл, знайдена ме-
тодом стандарту за формулою: 

стА
АстС

C
⋅

= ;  

mн – маса наважки субстанції, г; 
w (Н2О) – вміст води, встановлений експери-

ментально за втратою вологи фармакопейним 
методом, %. 

Вміст АХ у модельних розчинах та розчині 
випробуваної субстанції ацетилхоліну знаходили 
за методом стандарту. Отримані дані обробляли 
за рекомендаціями ДФУ з використанням мето-
дів математичної статистики пакету статистич-
них програм Microsoft Excel. Результати кількіс-
ного визначення АХ у модельних розчинах наве-
дені в таблиці. Нижня межа визначуваних кон-
центрацій АХ становить 2·10-6 моль/л. При ви-
значенні 4,00·10-5 та 8,00·10-5 моль/л АХ RSD 
становить 2,89% та 2,02% відповідно (n=5, 
Р=0,95). Вміст основної речовини у випробува-
ній субстанції АХ становив 98,8±2,5%. 

Таблиця: Метрологічні характеристики ре-
зультатів кінетичного визначення ацетилхоліну у 
модельних розчинах (n=5, Р=0,95) 

Взято, 
моль/л 

Знайдено, 
моль/л 

Метрологічні харак-
теристики 

4,00·10-5 4,14·10-5 
4,04·10-5 
4,04·10-5 
3,93·10-5 
3,84·10-5 

x = 4,00·10-5 
S =±1,15·10-6 

xS =±5,16·10-7 
XΔ =±1,43·10-6 

RSD = ±2,89% 
ε = 3,59%; δ = 0% 

8,00·10-5 7,90·10-5 
8,00·10-5 
8,10·10-5 
7,70·10-5 
7,79·10-5 

x = 7,90·10-5 
S =±1,60·10-6 

xS =±7,14·10-7 
XΔ =±1,99·10-6 

RSD = ±2,02% 
ε = 2,51%; δ = -

1,28% 
 
Перевагами опрацьованої методики, які вигі-

дно відрізняють її від відомих, є можливість ви-
значення значно менших кількостей аналіту, ніж 
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фармакопейним методом [3] чи аргентометрією 
за Фольгардом [11], простота виконання, експре-
сність, задовільна відтворюваність та правиль-
ність результатів. Вона не вимагає використання 
токсичних розчинників, складного апаратурного 
оснащення та є швидкою у виконанні. 

Висновки: Опрацьована нова кінетико-
спектрофотометрична методика та показана мо-

жливість кількісного визначення АХ у модель-
них розчинах та субстанції за допомогою індика-
торної реакції окиснення ТМБ гідроген перокси-
дом у водно-спиртових розчинах. Методика ха-
рактеризується задовільною відтворюваністю та 
правильністю (RSD ≤ 2,89, δ ≤ -1,28). Вміст ос-
новної речовини у випробуваній субстанції АХ 
98,8±2,5%. 
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Український медичний альманах. – 2012. – Том 15, № 3. – С. 31-33. 
Разработана методика и показана возможность количественного определения ацетилхолина (АХ) в мо-

дельных растворах и субстанции кинетико-спектрофотометрическим методом с использованием индикато-
рной реакции каталитического окисления 3,3',5,5'-тетраметилбензидина пероксидом водорода при рН 8,5. 
Градуировочный график на АХ линейный в пределах (2–10)·10-5 моль·л-1 с cн = 2·10-5 моль·л-1 АХ. Для пя-
тикратных определений 4·10-5 моль·л-1 и 8·10-5 моль·л-1 АХ RSD 2,89% и 2,02% соответственно. Преимуще-
ствами разработанной методики, которые выгодно отличают ее от известных, являются высокая чувстви-
тельность, простота и экспрессность. Содержание основного вещества в исследуемой субстанции АХ 
98,8±2,5%. 

Ключевые слова: ацетилхолин, пергидролиз, спектрофотометрия, количественное определение. 
 
Blazheyevskyy M.Ye., Kryskiw L.S. Acetylcholine kinetic spectrophotometric assay // Український медич-

ний альманах. – 2012. – Том 15, № 3. – С. 31-33. 
A kinetic spectrophotometric method has been developed for the determination of Acetycholine Chloride 

(ACh) using the indicator reaction of catalytic 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine oxidation by hydrogen peroxide at 
pH 8,5 in model sоlutions and pure substance. Calibration graph for ACh has linear dependence in the range 20–
100 μmol·dm-3 with a limit of quantitation (LOQ) of 2 μmol·dm-3 ACh. For five determinations of 40 μmol·dm-
3 and 80 μmol·dm-3 ACh the reproducibility has a relative S. D. of 2.89% and 2.02% respectively. The proposed 
method is more sensitive, simple and expresses in comparance with the well-known one. AСh substance contains 
98,8±2,5% of C7H16ClNO2. 

Key words: acetylcholine, perhydrolysis, spectrophotometric assay. 
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