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ВАЛІДАЦІЯ СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧНОЇ МЕТОДИКИ 
КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ БІСОПРОЛОЛУ ФУМАРАТУ 
ІЗ БРОМКРЕЗОЛОВИМ ПУРПУРОВИМ У ТАБЛЕТКАХ

Вступ. Попередніми нашими дослідженнями оптимізовано умови пробопідготовки та розроблено 
методику кількісного визначення бісопрололу фумарату із бромкрезоловим пурпуровим у твердій лікар-
ській формі – таблетках Бісопрол. Оскільки валідація – це експериментальний доказ того, що запро-
понована методика кількісного визначення бісопрололу є придатною для поставлених цілей і завдань, 
необхідно дослідити основні валідаційні параметри, результати яких вкажуть не лише на коректність 
представленої методики, а й на відповідність вимогам Національної фармакопеї, а також на її викори-
стання у практичній фармації.

Мета дослідження – проведення валідації методики кількісного визначення бісопрололу фумарату 
за реакцією із бромкрезоловим пурпуровим у таблетках.

Методи дослідження. Для проведення експерименту було використано прилад – спектрофото-
метр «Shimadzu UV1800» (UVProbe 2.62), кварцові кювети розміром 1 см, таблетки Бісопрол дозуван-
ням 10 мг, фармакопейний стандартний зразок (ФСЗ) бісопрололу фумарату («SigmaAldrich», ≥ 98 %, 
високоефективна рідинна хроматографія), ацетонітрил Р (Сфера Сім ч.д.а.), бромкрезоловий пурпуро-
вий (БКП) «Sigma – Aldrich» (≥ 98 %, HPLC), методи математичної статистики.

Результати й обговорення. Вивчення валідаційних характеристик здійснювали згідно з вимогами 
Державної фармакопеї України (ДФУ), ІІ видання. Основні валідаційні параметри, що вивчалися, такі: 
лінійність, правильність, прецизійність, збіжність і робасність. Як результат проведених випробу-
вань – розроблена методика виявилась лінійною, адже межа виявлення становила 0,9024, межа кіль-
кісного визначення – 2,7344, що відповідає зазначеним критеріям прийнятності. Значення величини ∆z 
дорівнювало 0,21, що є меншим за критичне значення (1,6 %), отже, розроблена методика є збіжною. 
Систематична похибка становить 0,03 %, що теж менше за критичне значення і вказує на правиль-
ність даної методики кількісного визначення.

Висновки. У результаті вивчення основних валідаційних параметрів установлено, що розроблена 
методика визначення кількісного вмісту бісопрололу фумарату із бромкрезоловим пурпуровим є ліній-
ною, збіжною, правильною, прецизійною та може бути використана на хіміко-фармацевтичних підпри-
ємствах лабораторіями з контролю якості лікарських препаратів для проведення фармацевтичного 
аналізу субстанції бісопрололу та медикаментів на його основі.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: бісопрололу фумарат; бромкрезоловий пурпуровий; спектрофотометрія; 
таблетки; валідація.

ВСТУП. У результаті проведеного аналізу 
наукових джерел [1–7] зазначимо, що відомо 
багато методик визначення бісопрололу 
фумарату в лікарських засобах (далі – ЛЗ), 
які представлені різними методами аналізу, 
проте існує низка проблем у їх розробленні: 
випробування є складними, тривалими, 
потребують використання вартісного облад-
нання і спеціальних реактивів. Навіть 
більше, відмічено невідповідність основним 
валідаційним параметрам і відповідним 
настановам якості, тому вирішено розро-
бити спектрофотометричну методику кіль-
кісного визначення бісопрололу фумарату 
в ЛЗ з використанням сульфофталеїнових 

барвників [8–13], яка б базувалася на реак-
ції утворення іонних асоціатів із досліджу-
ваним активним фармацевтичним інгре-
дієнтом (далі – АФІ). У попередніх наших 
експериментах [14] було показано поведінку 
бісопрололу з такими сульфофталеїно-
вими барвниками, як бромтимоловий синій 
(далі – БТС), тимоловий синій (далі – ТС), 
бромкрезоловий зелений (далі – БКЗ), крезо-
ловий червоний (далі – КЧ), бромкрезоловий 
пурпуровий (далі – БКП). У результаті про-
ведених випробувань щодо отримання мак-
симальної абсорбції було обрано БКП, який 
утворював з досліджуваним АФІ стабільний 
іонний асоціат [14; 15].

Наступним етапом експерименту необ-
хідно провести валідацію розробленої нами 
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методики визначення бісопрололу із БКП 
в таблетках, довести її придатність для 
рутинного контролю якості бісопрололу та 
ЛЗ на його основі.

Мета дослідження – проведення валіда-
ції методики спектрофотометричного визна-
чення бісопрололу фумарату за реакцією із 
бромкрезоловим пурпуровим у таблетках.

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Дослідження 
виконували методом спектрофотометрії за 
допомогою спектрофотометра «Shimadzu 
UV1800», застосовували програмне забез-
печення «Software UV-Probe 2.62». Також 
використовували ФСЗ бісопрололу фума-
рату (Sіgma Aldrich 98 %, ВЕРХ), таблетки 
Бісопрол, 10 мг, ПАТ «Фармак» (Україна), 
БКП «Sigma – Aldrich» (≥ 98 %, HPLC), ацето-
нітрил Р (Сфера Сім ч.д.а.), кварцові кювети, 
розміром 1 см, ваги лабораторні електронні 
марки «RAD wAG AS 200/C», мірний посуд 
класу А, методи математичної статистики 
для виконання розрахунків. Приготування 
аналізованих розчинів наведено нижче.

Приготування визначуваного розчину 
таблеток Бісопрол, 10 мг: точну наважку 
порошку розтертих таблеток, еквівалентну 
25,00 мг бісопрололу фумарату, поміщають 
у мірну колбу місткістю 25,00 мл та розчи-
няють у 15,00 мл ацетонітрилу Р. Після чого 
доводять до мітки тим же розчинником і філь-
трують розчин фільтрувальною нейлоновою 
мембраною товщиною 0,2 мкм, відкидаючи 
перші порції фільтрату.

2,50 мл фільтрату поміщають в колбу 
місткістю 25,00 мл і доводять ацетонітри-
лом Р до мітки. У мірну колбу на 10,00 мл 
відбирають 1,0 мл з розведеного розчину 

таблеток Бісопрол, додають 1,0 мл розчину 
БКП (концентрація 2,25 ⋅ 10-3 М) в ацето-
нітрилі Р, доводять до позначки тим же 
розчинником і перемішують. Вимірюють 
світлопоглинання отриманого комплексу 
бісопрололу фумарату із БКП за довжини 
хвилі 402 нм, вимірюючи проти компенса-
ційного розчину.

Приготування ФСЗ бісопрололу фума-
рату: 25 мг бісопрололу фумарату поміща-
ють у мірну колбу місткістю 25,00 мл, роз-
чиняють у 15,00 мл ацетонітрилу Р, пізніше 
доводять ацетонітрилом Р до мітки та пере-
мішують. Після цього 2,5 мл розчину пере-
носять у мірну колбу на 25,00 мл і доводять 
ацетонітрилом Р до мітки. У мірну колбу 
місткістю 10,00 мл відбирають 1,0 мл при-
готованого розчину бісопрололу фумарату 
та 1,0 мл 2,25 ⋅ 10-3 М розчину БКП в ацето-
нітрилі Р, доводять тим же розчинником до 
мітки та перемішують.

Приготування компенсаційного роз-
чину: 30,40 мг бромкрезолового пурпурового 
(БКП) поміщають у мірну колбу місткістю 
25,00 мл, розчиняють у 15,00 мл ацетоні-
трилу Р, пізніше доводять до мітки тим же 
розчинником.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Згідно 
з редакцією ДФУ [16], лінійність – це валі-
даційна характеристика, яка показує залеж-
ність оптичної густини від концентрації. Її 
вивчали регресійним аналізом, методом най-
менших квадратів, з використанням модель-
них розчинів зразків у діапазоні концентра-
цій 7–13 мкг/мл. Графік залежності абсорбції 
комплексу бісопрололу фумарату – БКП від 
концентрації показано на рисунку 1.

Рис. 1. Залежність абсорбції іонного асоціату бісопрололу фумарату із БКП від концентрації
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Одержані значення вивчали за допо-
могою регресійного аналізу. Таким чином 
отримали відповідне рівняння регресії 
y = 0,0463x + 0,0466 і обчислили Δa (значення 
стандартного відхилення) та Δb. Одержані 
результати та критерії прийнятності наведені 
в таблиці 1.

У результаті проведених обчислень МВ 
розробленої методики кількісного визна-
чення (далі – КВ) становить 0,90 мкг/мл, 
МКВ – 2,73 мкг/мл, діапазон застосування 
дорівнює від 7 до 13 мкг/мл.

Правильність як валідаційна характерис-
тика – це ступінь відповідності між теоре-
тичним (істинним) і одержаним практичним 
значенням згідно з методикою КВ, а преци-
зійність показує, відповідно, ступінь розкиду 
одержаних результатів даного випробування. 
Для цього готували зразки з точно відомою 
концентрацією бісопрололу фумарату від 80 
до 120 % від номінальної концентрації [16]. 

У таблиці 2 представлено результати даного 
експерименту.

Згідно з отриманими даними, розроблена 
нами методика кількісного визначення харак-
теризується високою прецизійністю, адже 
значення ∆z дорівнює 0,21, тобто менше 
за критичне значення 2,4 % для збіжності 
результатів дослідження, згідно з вимогами 
ДФУ [16], отже, відповідає критерію незна-
чущості систематичної похибки методики. 
Остання становить 0,03 %, що вказує на 
наближеність одержаних значень оптичної 
густини до номінальних, а значить, є прак-
тично незначущою, тому запропонована 
нами спектрофотометрична методика кіль-
кісного визначення характеризується пра-
вильністю по всьому діапазону застосування 
від 80 до 120 %.

Наступним етапом експерименту 
є вивчення внутрішньолабораторної прецизій-
ності, яку досліджували різні хіміки-аналітики 

Таблиця 1 – Характеристики лінійності методики

Параметр Значення Критерій Висновок
b ± (S

b
) 0,0463 ± (0,0012) – Відповідає

а ± (S
a
) 0,0466 ± (0,0127) a ≤ ∆a = 2,78 · S

a
 = 0,0353 Відповідає

Δa 0,0310 – Відповідає
Δb 0,0030 – Відповідає
R2 0,9964 > 0,9980 Відповідає

МВ, мкг/мл = 3,3 S
a
*/b 0,9024 – Відповідає

МКВ, мкг/мл = 10 S
a
*/b 2,7344 – Відповідає

Діапазон концентрацій, мкг/мл 7–13 мкг/мл – Відповідає

Таблиця 2 – Результати аналізу модельних розчинів для кількісного визначення бісопрололу 
фумарату із БКП в таблетках

Модельні розчини
Вміст бісопрололу фумарату, % Відношення знайденого 

до введеного,
Z

i
 = (Y

i
 /X

i
) ⋅ 100 %

Уведено,
X

i
 = (С

i
 /С

rs
) ⋅100 %

Знайдено,
Y

i
 = (A

i
 /A

rs
) ⋅100 %

M
1

70,98 70,96 99,97

M
2

81,15 81,08 99,91

M
3

90,00 90,13 100,14

M
4

96,03 95,99 99,96

M
5

100,16 100,10 99,94

М
6

104,04 104,14 100,09

М
7

110,08 110,11 100,03

М
8

118,80 119,00 100,17

М
9

120,00 120,07 100,05

Значення, Z, % 100,03

Стандартне відхилення, S
z
, % 0,09

Відносний довірчий інтервал ∆z = t (95 %, 8) ⋅ S
z
 = 2 ⋅ 3060S

z
, % 0,21

Критичне значення для збіжності результатів ∆z ≤ max∆
As

 = 2,4 % Виконується (0,21 < 2,40)

Систематична похибка δ = Z - 100, % 0,03

Критерій невизначеності систематичної похибки δ ≤ maxδ % Виконується (0,03 < 0,51)

Загальний висновок про методику Коректна
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в різні дні за допомогою різного мірного 
посуду, з використанням шести зразків однієї 
серії таблеток Бісопрол. Результати проведе-
ного випробування наведено в таблиці 3.

Таблиця 3 – Вивчення внутрішньолабораторної 
прецизійності для методики кількісного 

визначення бісопрололу фумарату 
із БКП в таблетках

Аналізований 
розчин

Аналізована величина (Z
i
, %)

Дослід 
№ 1

Дослід 
№ 2

Дослід 
№ 3

1 100,03 99,98 99,95
2 99,98 100,01 100,08
3 99,96 100,00 99,99
4 100,14 100,05 100,07
5 100,03 99,98 100,01
6 100,21 100,00 99,99

Середнє Z (%) 100,06 100,00 100,02
RSD

X
, % 0,1 0,03 0,05

Відносне стандартне відхилення, 
RSD

Z
 (%) 0,06

Відносний довірчий інтервал, ∆
z 0,06 ≤ 2,4

Критичне значення збіжності 
результатів Δ

As
, % 2,4

Як видно з таблиці 3, одержані резуль-
тати вказують на те, що величина віднос-
ного довірчого інтервалу для 6 паралельних 
дослідів 1-ї серії таблеток Бісопрол відпові-
дає критерію прийнятності (≤ 2,4 %).

У розрахунок повної невизначеності ана-
літичної методики [16] входить ∆

SP
 – невизна-

ченість пробопідготовки, ∆
FAO

 – кінцева ана-
літична операція. Як відомо, невизначеність 
кінцевої аналітичної операції для спектрофо-
тометричного визначення становить 2,1 %.

∆
SP

 для досліджуваного АФІ із БКП в таблет-
ках Бісопрол становила 2,24 %. Як видно 

з рисунку 2, максимальний внесок у невизна-
ченість пробопідготовки роблять такі операції, 
як: 3-тя, 5-та, 6-та, 10-та, 12-та, 13-та, а саме: 
взяття аліквоти аналізованого розчину піпет-
кою (5 і 1 мл). Окрім цього, суттєвий вплив 
на невизначеність запропонованої методики 
мають операції 7-ма та 14-та (рис. 2).

За результатом проведення відповідних 
розрахунків, повна невизначеність мето-
дики  КВ ∆

As
 досліджуваних таблеток стано-

вить 2,3 %.

∆As = 2,3 % ≤ max ∆As = 2,4 %.
Отже, розроблена нами методика визна-

чення кількісного вмісту бісопрололу фума-
рату за реакцією із БКП в таблетках Бісо-
прол даватиме коректні результати й в інших 
лабораторіях з контролю якості медикамен-
тів, адже прогнозована повна невизначе-
ність результатів експерименту не більша за 
критичне значення (max Δ

As
).

Робасність вивчали шляхом оцінювання 
впливу доданої кількості БКП з концентра-
цією (2,25 ⋅ 10-3) на оптичну густину за дов-
жини хвилі 402 нм. Результати проведення 
даного випробування наведені в таблиці 4.

Таблиця 4 – Дослідження робасності методики 
кількісного визначення

Об’єм розчину БКП 2,25 ⋅ 10-3 М, 
мл

БКП, 
%

∆A

0,90 90 0,503
0,95 95 0,506
1,00 100 0,509
1,05 105 0.512
1,10 110 0,515

У результаті проведення даного дослі-
дження відмічено коливання кількості 

Рис. 2. Вивчення невизначеності пробопідготовки для розробленої методики кількісного визначення



ISSN 2410-681X. Медична та клінічна хімія. 2025. Т. 27. № 4 81

О
РИ

ГІ
Н

А
Л

ЬН
І Д

О
СЛ

ІД
Ж

ЕН
Н

Я

доданого розчину БКП в межах ±10 %, що 
не значно впливає на значення оптичної гус-
тини та варіює в допустимих межах. Отже, 
методика є робасною, адже зміна оптичної 
густини від об’єму доданого БКП не чинить 
великого впливу на ефективність спектро-
фотометричного методу.

Отже, отримані результати експерименту 
вказують на відповідність розробленої спек-
трофотометричної методики кількісного 
визначення бісопрололу фумарату із БКП 
в таблетках основним валідаційним харак-
теристикам, згідно з вимогами ДФУ [16]. 
Основними перевагами розробленої мето-
дики з іншими [17; 18] є: відсутність екс-
трагування продукту взаємодії бісопрололу 
фумарату із сульфофталеїновими барвни-
ками, що робить методику експресною та 
більш екологічною. Також варто зазначити, 
що в запропонованій нами методиці вико-
ристано сучасні підходи до розроблення 
методик контролю якості ЛЗ, що полягають 
у використанні менш токсичного розчин-
ника – ацетонітрилу, його кількості, порів-
няно з використанням кислоти хлористо-
водневої [19]. За показниками «зеленості» 
представлена методика є екологічнішою 
порівняно з іншими зазначеними методи-
ками (бал за інструментом Agree становив 
0,72, Еco-Scale – 89) [17; 20].

ВИСНОВКИ. 1. Проведено валідацію 
спектрофотометричної методики кількісного 
визначення бісопрололу із бромкрезоловим 
пурпуровим у таблетках за основними валі-
даційними параметрами, як-от: лінійність, 

діапазон застосування, правильність, пре-
цизійність, робасність.

2. Встановлено, що представлена мето-
дика кількісного визначення є лінійною в діа-
пазоні від 7 до 13 мкг/мл.

3. Обчислено значення відносного довір-
чого інтервалу величини, що становить 
0,21 %, а систематична похибка – 0,03 %, що 
вказує на правильність розробленої методики.

4.	 Невизначеність пробопідготовки (∆
SP

) 
для методики кількісного визначення ста-
новить 2,24 %, повна невизначеність ана-
літичної методики – 2,34 %, що менше за 
критичне значення (max ∆

As
 = 2,4 %) та від-

повідає вимогам ДФУ.
5. Розроблена методика кількісного визна-

чення бісопрололу фумарату із БКП в гото-
вому лікарському засобі може бути викори-
стана для рутинного аналізу в лабораторіях 
з контролю якості лікарських препаратів на 
його основі.

ІНФОРМАЦІЯ ПРО ФІНАНСУВАННЯ: без 
фінансування.

ВІДПОВІДНІСТЬ МАТЕРІАЛІВ СТАТТІ 
ЩОДО ПРОВЕДЕННЯ ОБСТЕЖЕНЬ/ДОСЛІ-
ДЖЕНЬ/ЛІКУВАННЯ НОРМАМ: біоетики 
(протокол комісії з біоетики) – не проводи-
лось досліджень із тваринами.

ВНЕСОК КОЖНОГО З АВТОРІВ ЗГІДНО 
З ТАКСОНОМІЄЮ CrediT: одноосібна стаття.

ІНФОРМАЦІЯ ЩОДО КОНФЛІКТУ ІНТЕ-
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VALIDATION OF SPECTROPHOTOMETRIC METHOD 
FOR QUANTITATIVE DETERMINATION OF BISOPROL FUMARATE 
WITH BROMOCRESOL PURPLE IN TABLETS

Summary
Introduction. Our previous studies optimized the conditions of sample preparation and developed a method 

for the quantitative determination of bisoprolol fumarate with bromocresol purple in a solid dosage form – 
“Bisoprol” tablets. Since validation is experimental proof that the proposed method for quantitative determination 
of bisoprolol is suitable for the set goals and objectives. Therefore, it is necessary to investigate the main validation 
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parameters, the results of which will indicate not only the correctness of the presented methodology, but also its 
compliance with the requirements of the National Pharmacopoeia, as well as its use in practical Pharmacy.

The Aim of the Study. The aim of the research – validation of the method for quantitative determination 
of bisoprolol fumarate by reaction with bromocresol purple in tablets.

Research Мethods. The experiment was conducted using a device – a spectrophotometer “Shimadzu 
UV1800” (UVProbe 2.62), quartz cuvettes 1 cm in size, “Bisoprol” tablets with a dosage of 10 mg, a pharmacopoeial 
standard sample (PSS) of bisoprolol fumarate (“SigmaAldrich”, ≥98 %, high-performance liquid chromatography), 
acetonitrile R (Sphera Seven p.a.), bromocresol purple (BCP) “Sigma – Aldrich” (≥98 %, HPLC), methods 
of mathematical statistics.

Results and Discussion. The study of validation characteristics was carried out in accordance with 
the requirements of the State Pharmacopoeia of Ukraine (SFU) 2nd edition. The main validation parameters 
studied were: linearity, accuracy, precision, convergence and robustness. As a result of the tests conducted, 
the developed method turned out to be linear, since the detection limit was 0,9024, the quantification limit was 
2,7344, which corresponds to the specified acceptance criteria. The value of ∆z was equal to 0,21, which is less 
than the critical value (1,6 %), and therefore the developed method is convergent. The systematic error is 0,03 %, 
which is also less than critical and indicates the correctness of this quantification method.

Conclusions. As a result of studying the main validation parameters, it was found that the developed method 
for determining the quantitative content of bisoprolol fumarate from BCP is linear, convergent, correct, and precise 
and can be used at chemical and pharmaceutical enterprises by laboratories for quality control of medicinal 
products to conduct pharmaceutical analysis of the substance bisoprolol and medicines based on it.

KEY WORDS: bisoprolol fumarate; bromocresol purple; spectrophotometry; dosage form; validation.
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