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VALIDATION Of ANALYTICAL METHOD fOR DETERMINATION 
Of fuROSEMIDE IN EXTEMPORANEOuS SYRuP

Introduction. extreme syrups can be manufactured using substances or ready medicinal drugs as the active 
pharmaceutical ingredient. There is a necessity in the development and validation of analytical methods that can 
be used for quality control of pharmaceutical manufacturing of syrups containing furosemide.

The aim of the study – to develop and validate assay method for furosemide in extemporaneous syrups 
prepared from both pure substance and finished products. 

Research methods. For proposed UV spectrophotometric assay method the conditions of analysis, sample 
preparation and validation characteristics were defined. Suspensions of substance and crushed commercial tablets 
were dissolved in 0.1 M sodium hydroxide solution and evaluated spectrophotometrically in ultraviolet region of light 
at a wavelength 271 nm using method of specific absorbance. 

Results and Discussion. Samples comply with the Beer-Lambert Bouguer law within the concentration range 
of 8×10-3–1.2×10-2 mg/ml with correlation coefficients ≥0.9981. The uncertainty of the methods was well within the 
critical value of the error (0.72 %≤maxΔAs)  for both samples of syrup containing pure substance and commercial 
tablets. recovery studies for furosemide in syrup samples of substance and crushed commercial tablets yielded 
99.92±0.54 % and 99.14±0.16 % respectively. Assay limit of ±10 % by the validation parameters: specificity, linearity, 
precision, accuracy within the range of 80–120 % of the nominal contents was met by all compounded preparations. 

Conclusions. The results of validation proved that this method can be reproduced correctly and is suitable for 
use in pharmaceutical analysis. Adoption of this method is planned in evaluating uniformity of content and, in 
combination of other methods, ascertain chemical stability studying of compounded furosemide syrups.

KEY WOrDS: furosemide; extemporaneous preparation; uV spectrophotometry; validation of analytical 
method.
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INTrODuCTION. Stability of extemporaneous 
preparations has been of interest to compounding 
pharmacists since the use of finished products 
(tablets, capsules, injections) as a direct source of 
active pharmaceutical ingredients. Excipients of 
these finished products do not only alter the micro-
bial stability of the compounded preparations but 
may cause non-uniform distribution and also degra-
dation of the active component of interest, leading 
to actual loss in the claimed quantity of labelled 
dose. Verified assay method is pertinent to ascertain 
the uniformity of a compounded formulation [1–7].

The British, European, Indian and Japanese 
pharmacopoeias recommend titrimetry for pure 
pharmaceutical substance and the uV-spectro-
photometric assay methods for tablet and injection 
dosage forms. Taking into consideration that 
compounded syrups can be prepared using pure 
pharmaceutical substances or manufactured pro-
ducts (such as tablets, capsules etc) as active 

pharmaceutical ingredient [8–11], there is need to 
validate potential analytical methods that could be 
used for compounded syrups. 

The purpose of our work is to validate an 
ultraviolet spectroscopic method for determining 
furosemide in such extemporaneous syrups.

rESEarCH METHODS. For our research we 
took two syrups, their composition is given below:
composition Syrup 1
Furosemide 0.5 g
Syrup USP 100 ml

composition Syrup 2 
Furosemide ex tab 0.5 g
Syrup USP 100 ml

Furosemide substance from Ipca laboratories 
ltd. India (certificate of analysis batch 5074HrII), 
furosemide tablets 40 mg (arterium batch 118840, 
ukraine), furosemide tablets 40 mg (Sanofi batch 
114402, ukraine) and Sucrose (pharmaceutical 
grade). Simple syrup (85 % w/v) united States 
Pharmacopoeia (uSP) was compounded according 
to instructions for its preparation [12, 13]. Class a 
Volumetric glassware, filter paper (FIlTraK® acido 
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Hydrochlorico Extraca), uV-spectrophotometer 
(Thermoscientific Evolution 60S) with 10 mm quartz 
cells, mortar, pestle, analytical balance (aXIS, 
Poland alN220). all reagents and solvents meet 
and were prepared in accordance with the 
requirements of The State Pharmacopoeia of 
ukraine (SPu) which also agrees with the European 
Pharmacopoeia [14].

compounding technology of Syrup: levigate 
accurately weighed 500 mg of furosemide substance 
(or equivalent quantity of powdered tablet mass) 
with a small portion of syrup to form a paste. add 
syrup gradually with stirring to form a homogenous 
mixture. Fill the mixture with the same base up to 
100 ml to form a 5 mg/ml suspension.

Method: Weigh quantity of 5 mg/ml compounded 
suspension, equivalent to 50 mg of furosemide, on 
an analytical balance. Transfer the suspension into 
a 100 ml volumetric flask, add 10 ml of 0.1 M sodium 
hydroxide, shake and allow standing for 20 minutes. 
Dilute with the same solvent to 100 ml. Dilute 2 ml 
of the obtained solution to 100 ml with 0.1 M sodium 
hydroxide. Measure the absorbance at 271 nm 
using 0.1 M sodium hydroxide as the compensation 
solution.

Calculate the content of C12H11ClN2O5S taking 
580 as the value of a (1 %, 1 cm) as the maximum 
at 271 nm using the formula:

where a1– observed absorbance, 
Anom  – specific 0.01 g/l 

solution, 
D – dilution of analysed sample, 
Cs – final concentration (mg/ml) of analysed 

solution,
mt – mass of analyte. 

rESulTS aND DISCuSSION. The validation 
criteria for tolerance content ±10 % were defined 
according to the requirements of SPu and the work 
on development and validation of quality assurance 
methods for compounded preparations [15]: range 
80–120 %, permitted deviation in content (B, %) 
±10 %, critical value of the error (maxΔas,%) 3.2 %, 
maximum systematic error (δmax,%) 1.02 %, coef-
ficient of determination (r2

c) 0.9924 , γ-intercept on 
the calibration graph (a, %) 4.7 %, uncertainty of 
absorbance (δabs,%) 2.43 %.

During method development 0.1 M sodium 
hydroxide was selected as solvent, based on 
pharmacopoeial recommendations [8–11] on 
furosemide’s solubility. 

In the prognosis of the analytical method un-
certainty, the maximum permissible errors during 
operations associated with use of glassware [14] 

and value of uncertainty in final analytical operation, 
ΔFaO(0.49) [15] were taken into consideration. The 
uncertainty of the method was found to be 0.72 %, 
which falls within specified limits Δas≤maxΔas.

Specificity: Fig. 1 shows that neither sucrose 
nor the excipients in tablet significantly interfered 
with the result from spectrophotometric determination 
of furosemide. 

also, a correspondence in peaks at wavelength 
271 nm for both substance and tablets is seen, thus, 
the method is specific for furosemide. The influence 
of placebo (only syrup) was taken by repeating the 
procedure in the section method with just the 
dispersion vehicle. Its influence was calculated with 
the formula: 

  ,

where its absorbance, ablank=0.001; ast =0.580. 
Contribution of the placebo to the total absor-

bance of the analyte is 0.17 %. Its influence is within 
the limits of the criteria (≤δmax=1.7%, ≤δabs=2.43).

The maximum uncertainty of absorbance for 
our preparations was calculated using the formula:

  ,
where Δa – tolerance for absorbance, ±0.01 

[9].
Linearity and range. The absorbance samples 

was measured at a concentration range of 8×10-3–
1.2×10-2 mg/ml, corresponding to 80–120 % nominal 
concentration of furosemide. The values in the 
linearity graphs were converted to nominal coor-
dinates [15]. The linear graphs below show their 
corresponding linear dependence. The regression 
line equations obtained Y=1.04∙X–3.99 and 
Y=0.96∙X+3.42 for substance and tablets respec-
tively suspended in syrup (Fig. 2, Table 1), in 
conformity with Beer-lambert’s law. The coefficients 
of determination were ≥0.9981 for all samples. 

Accuracy of the method (Table 1) was 
ascertained at 5 levels with 3 repetitions at each 
level. Quantity equivalent to 80 %, 90 %, 100 %, 
110 % and 120 % was added to samples. The mean 
percentage recoveries of the substances as against 
theoretical values ranged between 98.41 to 
101.20 % for furosemide substance and 98.20 to 
99.68 % for furosemide tablet in syrup. The 
systematic errors (substance in syrup – 0.08 %, 
tablets in syrup – 0.86 %) indicate the accuracy of 
the method.

Precision: The absorbance of 10 µg/ml solutions 
from commercial tablets in syrup for two brands 
were observed at different times of the day (intraday) 
and on different days (interday) by different analysts 
(Table 2). The cumulative relative standard deviation 
(rSD, %), which is a measure of precision, was 
0.73. The method was found to be precise.
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robustness. Deliberate variations in wavelength 
and extraction time were made to show the reliability 
of the method. Syrups containing 50 mg of 
furosemide was shaken with 10 ml 0.1 M sodium 
hydroxide and were allowed to stand for 20, 40 and 
60 minutes before further sample preparation 
procedures. The method was found to be robust 
(Table 3). 

Stability of analytical solutions of observed and 
found to be stable for 1 hour (Table 4). Time zero 
minute is counted from the moment the final dilution 

is made. There was no significant change in pH or 
absorbance.

Metrological characteristics of the method do 
not exceed the critical value of the error (3.2 %) and 
are characterized by qualitative analytical indicators. 
This method can be correctly reproduced in the 
laboratory.

CONCluSIONS. a non-derivative uV-spec-
trophotometric method has been developed and 
validated for content determination of furosemide 

Fig. 1. uV Spectrum for furosemide substance, tablets and placebo (sucrose).

Fig. 2. linearity curve for furosemide in syrup samples in normalized coordinates.

Table 1 – Validation characteristics of the method for quantitative determination  
of furosemide in compounded preparations 

Validation parameters Substance in syrup Tablets in syrup
accuracy and precision

z, % 99.92 99.14
Sz, % 0.99 0.54
Δz, % 1.74 0.95
δ, % 0.08 0.86

linearity
b 1.04 0.96
Sb 0.0134 0.0055
a –3.99 3.42
Sa 1.3501 0.5546
So 0.73 0.30
r 0.9989 0.9998
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in compounded syrups. The assay method meets 
acceptance criteria for the assay limits by the 
validation parameters: specificity, linearity, precision, 
accuracy within the range of 80–120 % of the 
nominal content. Based on the results of validation 
studies, it has been substantiated and verified 

experimentally that this method can give reliable 
results, reproducible and be suitable for quality 
control of furosemide. adoption of this method is 
planned in evaluating uniformity of content and, in 
combination with other methods, to ascertain 
chemical stability study of compounded furosemide 
syrups.

Table 4 – absorbance stability of analytical solutions

Brand Period of study, min mean rSDt, % Δt, % maxδ,%0 15 30 45 60
arterium batch 
118840

0.580 0,579 0.580 0.580 0.579 0.5796 0.15 0.32 1.02
0.581 0.581 0.579 0.579 0.579
0.581 0.580 0.580 0.579 0.577

0.5807 0.5800 0.5797 0.5793 0.5783

Brand Period of study nt, min mean rSDt, % Δt, % maxδ,%0 15 30 45 60
Sanofi batch 
114402

0.582 0.580 0.581 0.579 0.580 0.5807 0.13 0.27 1.02
0.582 0.581 0.581 0.581 0.580
0.581 0.581 0.581 0.581 0.579

0.5187 0.5807 0.5810 0.5803 0.5797

Note. Δt,% – confidence interval over the time period, maxδ – maximum error.

Table 3 – Study of robustness for the method

Parameter absorbance
Minimum Optimum Maximum

Variation in wavelength 270 nm 271 nm 272 nm
0.579 0.580 0.577

Variation in extraction time (20 min) 0.579 0.580 0.580

Table 2 – repeatability and reproducibility of the method

No. of a sample
zi, %

arterium batch 118840 Sanofi batch 114402
1 100.00 100.34
2 100.12 100.34
3 99.83 100.05
4 99.83 100.52
5 100.17 100.17
6 100.00 100.12
7 100.00 100.17
8 99.81 99.84
9 99.74 100.17

10 99.77 99.83
11 99.65 99.98
12 99.65 99.98
13 99.67 99.46
14 99.62 100.00
15 99.82 99.83

Mean (z, %) 99.84 100.05
Zintra, % 99.95
Sz, % 0.17 0.26

SDz, % 0.43
Δintra, % 0.73

Note. zintra – cumulative mean, Sz – standard deviation, SDz – relative standard deviation, Δintra – relative confidence interval 
(95 %).
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Д. Альфред-Угбенбо, О. А. Здорик, В. А. Георгіянц 
НАцІОНАЛьНИй ФАРМАцеВТИЧНИй УНІВеРСИТеТ, ХАРКІВ

вАЛІДАцІЯ МЕТОДИКИ КІЛЬКІСНОГО вИЗНАЧЕННЯ фУРОСЕМІДУ 
в ЕКСТЕМПОРАЛЬНО вИГОТОвЛЕНОМУ СИРОПІ 

Резюме
Вступ. екстемпоральні сиропи можуть бути виготовлені із застосуванням субстанцій або готових 

лікарських препаратів як активного фармацевтичного інгредієнта. Існує необхідність у розробці та ва-
лідації аналітичних методик, які можна використовувати для контролю якості сиропів аптечного виго-
товлення, що містять фуросемід.

Мета дослідження – розробка та валідація методики кількісного визначення фуросеміду в екстем-
поральних сиропах, виготовлених як з чистої субстанції, так і готових лікарських засобів. 

Методи дослідження. Для запропонованої УФ-спектрофотометричної методики кількісного визна-
чення були визначені умови аналізу, пробопідготовка, валідаційні характеристики. Зразки суспензій суб-
станції і подрібнених таблеток розчиняли в 0,1 М розчині натрію гідроксиду й оцінювали спектрофото-
метрично в ультрафіолетовій ділянці світла при довжині хвилі 271 нм з використанням методу питомо-
го показника поглинання. 

Результати й обговорення. Зразки відповідали закону Бугера–Ламберта–Бера в діапазоні концен-
трацій 8×10-3–1,2×10-2 мг/мл з коефіцієнтами кореляції ≥0,9981. Невизначеність методики була в межах 
критичного значення похибки (0,72 %≤maxΔAs) для зразків сиропу, що містили субстанцію, і тих зразків 
сиропу, які містили комерційні таблетки. Відтворюваність результатів дослідження зразків сиропу фуро-
семіду із субстанції і подрібнених таблеток становила (99,92±0,54) та (99,14±0,16) % відповідно. Усі 
проаналізовані зразки екстемпоральних лікарських засобів відповідали критеріям валідаційних характе-
ристик (специфічність, лінійність, прецизійність, правильність у діапазоні застосування 80–120 % від 
номінального вмісту) для допусків вмісту ±10 %. 

Висновки. За результатами валідації доведено, що цей метод може бути правильно відтворений і 
придатний для використання у фармацевтичному аналізі. Даний метод планується застосовувати для 
оцінки однорідності вмісту і в поєднанні з іншими методами, а також з метою дослідження хімічної ста-
більності сиропів фуросеміду екстемпорального виготовлення.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: фуросемід; екстемпоральні лікарські засоби; УФ-спектрофотометрія; валідація 
аналітичних методик.

Д. Альфред-Угбенбо, А. А. Здорик, В. А. Георгиянц 
НАцИОНАЛьНый ФАРМАцеВТИЧеСКИй УНИВеРСИТеТ, ХАРьКОВ

вАЛИДАцИЯ МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТвЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
фУРОСЕМИДА в ЭКСТЕМПОРАЛЬНО ИЗГОТОвЛЕННОМ СИРОПЕ

Резюме
Вступление. Экстемпоральные сиропы могут быть изготовлены с применением субстанций или 

готовых лекарственных препаратов в качестве активного фармацевтического ингредиента. Су-
ществует необходимость в разработке и валидации аналитических методик, которые можно исполь-
зовать для контроля качества сиропов аптечного изготовления, содержащих фуросемид.

Цель исследования – разработка и валидация методики количественного определения фуросемида 
в экстемпоральных сиропах, изготовленных как из чистой субстанции, так и готовых лекарственных 
средств. 

Методы исследования. Для предложенной УФ-спектрофотометрической методики количествен-
ного определения были определены условия анализа, пробоподготовка, валидационные характеристики. 
Образцы суспензий субстанции и измельченных таблеток растворяли в 0,1 М растворе натрия гидрокси-
да и оценивали спектрофотометрически в ультрафиолетовой области света при длине волны 271 нм 
с использованием метода удельного показателя поглощения. 

Результаты и обсуждение. Образцы соответствовали закону Бугера–Ламберта–Бера в диапазо-
не концентраций 8×10-3–1,2×10-2 мг/мл с коэффициентами корреляции ≥0,9981. Неопределенность мето-
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дики была в пределах критического значения погрешности (0,72 %≤maxΔAs) для образцов сиропа, содер-
жащих субстанцию, и тех образцов сиропа, которые содержали коммерческие таблетки. Воспроизводи-
мость результатов исследования образцов сиропа фуросемида из субстанции и измельченных таблеток 
составила (99,92±0,54) и (99,14±0,16) % соответственно. Все проанализированные образцы экстемпо-
ральных лекарственных средств соответствовали критериям валидационных характеристик (специ-
фичность, линейность, прецизионность, правильность в диапазоне применения 80–120 % от номиналь-
ного содержания) для допусков содержания ±10 %. 

Выводы. По результатам валидации доказано, что этот метод может быть правильно воспро-
изведен и пригоден для использования в фармацевтическом анализе. Данный метод планируется приме-
нять для оценки однородности содержания и в сочетании с другими методами, а также с целью иссле-
дования химической стабильности сиропов фуросемида экстемпорального приготовления.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фуросемид; экстемпоральные лекарственные средства; УФ-спектрофото-
метрия; валидация аналитических методик.
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