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АНОТАЦІЯ

Мета роботи. Розробка та валідація нової методики спектрофотометричного 
кількісного визначення рекомбінантного рецепторного антагоніста 
інтерлейкіну-1 людини (РРАІЛ-1) у напівфабрикаті-розчині.
Матеріали і методи. У дослідженні використано напівфабрикат-розчин 
(РРАІЛ – 1 – 50 мг, динатрію едетат – 0,12 мг, натрію дигідрофосфат дигідрат – 
7,8 мг, полісорбат-20 – 0,10 мг, вода для ін’єкцій до 1 мл), а як розчинник – 
воду очищену. Аналітичне обладнання: спектрофотометр Specord 200, ваги 
електронні АВТ-120-5DM.
Результати й обговорення. Розроблено нову, просту методику кількісного 
визначення РРАІЛ-1 у напівфабрикаті-розчині методом спектрофотометрії в 
УФ-області, яка базується на вимірюванні оптичної густини водного розчину 
сполуки при 280 нм. Методика була валідована за такими характеристиками, 
як лінійність, прецизійність, правильність, специфічність та робасність. 
Лінійна залежність абсорбції від концентрації знаходиться в діапазоні 0,6–
1,1 мг/мл. Аналіз прогнозованої повної невизначеності аналізу свідчить про 
можливість застосування розробленої методики в інших лабораторіях.
Висновки. Розроблено та валідовано методику визначення вмісту РРАІЛ-1 
у напівфабрикаті-розчині згідно  з  вимогами  ДФУ. Доведено, що за такими 
валідаційними характеристиками, як лінійність, специфічність, прецизійність, 
правильність та робасність методика є коректною.
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Вступ. Контроль якості відіграє важливу роль на всіх 
етапах життєвого циклу лікарських засобів – від розроб-
ки і до промислового виробництва. Сучасні фізико-хіміч-
ні методи аналізу широко використовуються для оцінки 
якості субстанцій та лікарських засобів. Відомою є мето-
дика кількісного визначення РРАІЛ-1 в комбінації з цеф-
тріаксоном у лікарських формах методом ВЕРХ [1]. 

Cпектрофотометрія в УФ-області як метод кіль-
кісного визначення, відрізняється простотою, до-

ступністю, експресністю та чутливістю. Таким чи-
ном, зазначений спосіб може бути представлений 
як один із можливо доступних. Згідно з вимогами 
ДФУ будь-яка аналітична методика, яка вирішує 
офіційні задачі, повинна бути валідована [2–4]. 
Тому метою нашої роботи стали розробка та ва-
лідація нової методики кількісного визначення 
РРАІЛ-1 у напівфабрикаті-розчині методом абсорб-
ційної спектрофотометрії.
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Матеріали і методи. Напівфабрикат-розчин 
РРАІЛ-1, отриманий відповідно до договору про науко
во-практичне співробітництво  з  Національним фарма
цевтичним університетом (CAS #143090-92-0 Interleukin1 
receptor antagonist, purity ≥ 98%, ФДУП «Державний 
НДІ ОЧБ» ФМБА, реєстраційний номер стандарту 
якості лікарського засобу – ЛРС-007452/10-300710). 
Для вимірювання оптичної густини використову-
вали спектрофотометр Specord 200 (Analytik jena, 
Німеччина). Зважування хімічних допоміжних речо-
вин проводили за допомогою електронних  аналітичних  
ваг ABT-120-5DM. Усі процедури приготування розчинів 
виконували за допомогою мірного посуду класу А. Як 
розчинник використовували воду очищену.

Загальна методика визначення вмісту діючої ре-
човини 

10,00 мл розчину-напівфабрикату з концентрацією 
50 мг/мл вміщують у мірну колбу ємністю 50,00 мл, 
доводять до позначки водою очищеною і перемішу-
ють. 0,90 мл одержаного розчину вміщують у мірну 
колбу на 10,00 мл і доводять тим самим розчинником 
до позначки. Абсорбцію отриманого розчину вимірю-
ють при довжині хвилі 280 нм (компенсаційний роз-
чин – вода очищена). Паралельно проводять визна-
чення абсорбції робочого стандартного розчину 
(0,9 мг/мл). Концентрацію РРАІЛ-1 (мг/мл) розрахо-
вують за формулою:
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де Аі – оптична густина досліджуваного розчину;
Аst – оптична густина розчину порівняння.
Результати й обговорення. При отриманні УФ-

спектра розчину аналізованої сполуки в ділянці від 
200 нм до 360 нм було виявлено, що досліджуваний 
розчин має декілька максимумів поглинання, але 
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Рис. 1. УФ-спектр випробуваного розчину РРАІЛ-1 (компенсаційний розчин – вода очищена).

лише один із них, а саме при 280 нм, придатний для 
розробки методики кількісного визначення (рис. 1). 

Валідація методики
На етапі встановлення придатності розробленої 

методики, для оцінки якості аналізованої речовини в 
розчині, було проведено валідацію згідно з вимогами 
ДФУ [2–4]. Таким чином, вивчали лінійність, діапазон 
застосування, прецизійність, правильність, специ-
фічність та робасність.

Лінійність, прецизійність, правильність та діа-
пазон застосування

Визначення лінійності, прецизійності та правиль-
ності проводили одночасно відповідно до рекомен-
дацій ДФУ для методу стандарту [2]. З цією метою 
для кількісного випробування було вивчено 9 точок 
(по 3 повтори) в межах досліджуваного діапазону ме-
тодики. Для оцінки точності і правильності було ви-
користано результати, одержані при дослідженні лі-
нійності (табл. 1).

Згідно з законом Бугера–Ламберта–Бера лінійна 
залежність спостерігалась у межах 66,6 – 122,2 % 
(100 % – 0,9 мг/мл) від номінального вмісту рекомбі-
нантного рецепторного антагоніста інтерлейкіну-1 
людини в розчині, що є не меншим від мінімально 
допустимого діапазону застосування методики кіль-
кісного визначення [2–4].

Аліквоти розчину-напівфабрикату, що відповіда-
ють концентраціям у межах 0,6–1,1 мг/мг, переносять 
в мірну колбу на 10,00 мл з подальшим доведенням 
водою очищеною до позначки, перемішуванням і ви-
мірюванням абсорбції приготовлених розчинів. На 
основі отриманих результатів будують графік залеж-
ності абсорбції від концентрації РРАІЛ-1 в розчині 
(рис. 2). Числові показники лінійності розраховано 
методом найменших квадратів. Результати, наведені 
в таблиці 1, свідчать, що методика є лінійною в об-
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Таблиця 1
Визначення лінійності, прецизійності та правильності методики кількісного визначення досліджуваної речовини

№  Xi  Yi  Z
1 66,67 67,73 101,6

2 72,22 72,69 100,6

3 77,78 77,97 100,2

4 83,33 84,50 101,6

5 88,89 90,58 101,9

6 94,44 94,53 100,1

7 100,0 100,0 100,0

8 111,1 113,3 101,9

9 122,2 122,4 100,2

Лінійність

Показник Критерії
(для допусків 90 – 110 %)

Значення та
висновок

r ≥ 0,9583 0,9989
Відповідає

a
a ≤ ∆a = t(95 %, 7) * Sa

1. Статистична незначущість
a ≤ t(95 %, 7) * Sa= 1,89 * Sa
2. Практична незначущість

|a|≤ 3,07

0,6673
0,6673 ≤ 3,056

Відповідає

Відповідає
b ― 1,0037

Sa ― 1,6132

Sb ― 0,0175

Sх,0(%) 0,8999
≤ ∆As(%)/t(95%;7) = 1,6890 Відповідає

Прецизійність та правильність

Показник Критерії
(для допусків 90 – 110 %)

Значення та
висновок

Середнє,     % ― 100,9

Відносне стандартне відхилення, SZ, % ≤ 1,690 0,8291
Відповідає

Відносний довірчий інтервал
∆prec% = t(95 %, 8) * SZ% 

≤ 3,200 1,542
Відповідає

Систематична похибка δtot = |     – 100| ― 0,9000

Критерій незначущості систематичної 
похибки

(1) δtot ≤ ∆prec /3 
Якщо не виконується (1), то (2) δtot ≤ max 

δtot

≤ 0,5140
≤ 1,020

Не відповідає
Відповідає

Ẕ

Ẕ

раному діапазоні концентрацій і відповідає вимогам 
ДФУ.

Як видно з результатів аналізу, методика є точною, 
оскільки однобічний довірчий інтервал не перевищує 
максимально допустиму невизначеність аналізу, і 
правильною, бо систематична похибка статистично 
не відрізняється від нуля, тобто справжнє значення 

величини не виходить за межі встановленого довір
чого інтервалу [5].

Робасність
На етапі розробки спектрофотометричної методи-

ки проводили паралельно перевірку стабільності 
аналізованого розчину і розчину порівняння в норма-
лізованих координатах шляхом вимірювання їхньої 
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абсорбції впродовж 45 хвилин після приготування, 
кожні 15 хвилин з вийманням кювети (рис. 3).

З отриманих даних випливає, що розчини стабіль-
ні протягом визначеного проміжку часу [3]. 

Специфічність
Перевірка специфічності була здійснена шля-

хом доведення незначущості впливу гранично до-
пустимого вмісту натрію дигідрофосфату на аб-

сорбцію вимірюваного розчину порівняно з макси-
мально допустимою невизначеністю аналізу 
max∆As. Такий вибір був зумовлений його найбіль-
шою кількістю у досліджуваному об’єкті (15 %) від-
носно вмісту аналізованої речовини, при тому, що 
сумарний вміст інших допоміжних речовин не пе-
ревищує 0,5 %. Тому для приготування розчину 
порівняння брали 0,01560 г натрію дигідрофосфа-
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 Рис. 3. Результати визначення РРАІЛ-1, отримані при вивченні стабільності стандартного робочого розчину в часі.
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Рис. 2. Графік лінійної залежності абсорбції від концентрації РРАІЛ-1 в розчині.
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ту, вміщували його до мірної колби на 100,0 мл, 
розчиняли і доводили до позначки очищеною во-
дою. Вимірювання абсорбції (Ablank) розчину прово-
дили тричі. Паралельно визначали абсорбцію роз-
чину робочого стандарту (Ast).

Як видно з кривої абсорбції (рис. 4), вимога спе-
цифічності виконується – натрію дигідрофосфат 
не здійснює значущого впливу на значення аб-
сорбції аналізованої речовини у розчині. Це дово-
дить, що вимірювання абсорбції можна виконува-
ти відносно компенсаційного розчину – води очи-
щеної [6].

Повна невизначеність аналітичної методики
Для оцінки коректності відтворення розробленої 

методики в інших лабораторіях було проведено роз-
рахунок повної невизначеності результатів вказаної 
методики кількісного визначення. Її значення пови-
нно бути менше від максимально допустимої неви-
значеності (∆As).
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Рис. 4. Спектри поглинання стандартного робочого розчину (2) і розчину натрію дигідрофосфату (1) відносно 
компенсаційного розчину – води очищеної.

Таблиця 2
Розрахунок невизначеності пробопідготовки методики визначення вмісту рекомбінантного рецепторного 
антагоніста інтерлейкіну-1 людини

Операція пробопідготовки
Параметр 

розрахункової 
формули

Невизначеність, %

1 2 3

Досліджуваний розчин
Взяття аліквоти напівфабрикату-розчину піпеткою на 10 мл 10 0,25

Доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 50 мл 50 0,17

Взяття аліквоти розведення напівфабрикату-розчину піпеткою 
на 2 мл 2 0,57

Оскільки для процедури вимірювання абсорбції 
використовують два розчини, один із яких розчин по-
рівняння, і здійснюють три паралельних вимірювання 
з вийманням кювети, значення невизначеності кінце-
вої аналітичної операції (∆FAO) дорівнює 0,70 % 
1,34 RSDA = 1,34 0,52 = 0,70 % [5].

Прогноз повної невизначеності розраховували за 
формулою:

 ,2
FAO

2
SPAs ∆+∆=∆

де ∆SP – невизначеність пробопідготовки;
∆FAO – прогнозована невизначеність кінцевої аналі-

тичної операції.
Розрахунок невизначеності пробопідготовки наве-

дено в таблиці 2.
Отже, прогнозована повна невизначеність аналізу 

(1,35 %) не перевищує максимально допустиму не-
визначеність методики (3,20 %) і методика зможе 
бути відтворена в інших лабораторіях [7, 8].
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1 2 3

Доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 10 мл 10 0,50

Розчин порівняння
Взяття аліквоти напівфабрикату-розчину піпеткою на 10 мл 10 0,25

Доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 50 мл 50 0,17

Взяття аліквоти розведення напівфабрикату-розчину піпеткою 
на 2 мл 2 0,57

Доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 10 мл 10 0,50

 
% 1,15 250,0257,0217,0225,0250,0257,020,1720,25  SPΔ =+++++++=

Продовження табл. 2

Висновок. Розроблено та валідовано експресну ме-
тодику визначення вмісту РРАІЛ-1 в напівфабрикаті-
розчині методом спектрофотометрії в УФ-ділянці спек-
тра. Запропонована методика є лінійною, прецизійною, 
правильною, робасною і специфічною і тому, згідно з 

вимогами ДФУ, може бути використана для контролю 
якості досліджуваного напівфабрикату-розчину.
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THE DEVELOPMENT OF METHOD FOR THE SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF A 
RECOMBINANT HUMAN INTERLEUKIN-1 RECEPTOR ANTAGONIST IN A SEMI-FINISHED SOLUTION

K. P. Miedviedieva1, B. S. Burlaka1, V. V. Buhaiova1, S. O. Vasyuk1, I. F. Belenichev1, E. V. Suprun2

Zaporizhzhia State Medical University1

National University of Pharmacy2, Kharkiv
Kate-portnaya@ukr.net

The aim of the work. The development and validation of the new spectrophotometric method for the quantitative 
determination of a recombinant human interleukin-1 receptor antagonist (IL-1RA) in a semi-finished solution.
Materials and Methods. Studying object – a semi-finished solution (IL-1RA – 50 mg, disodium edetate – 0,12 mg, sodium 
dihydrophosphate dihydrate – 7,8 mg, polysorbate-20 – 0,10 mg, water for injection up to 1 ml). As a solvent, purified water 
was used. Analytical equipment: spectrophotometer Specord 200, electronic scales АВТ-120-5DM.
Results and Discussion. A new, simple method for the quantitative determination of a recombinant human IL-1RA 
in a semi-finished solution with the method of UV spectrophotometry has been developed, that is based on the 
measuring of the absorption of the aqueous solution at 280 nm. The method was validated for linearity, accuracy, 
precision, specificity, and robustness. The linear dependence of absorption on concentration was found in the range 
of 0,6 to 1,1 mg/ml. The analysis of the predicted total indeterminacy of the analysis indicates the possibility of its 
application in other laboratories.
Conclusions. The development and validation of the spectrophotometric method of quantitative determination of a 
recombinant human IL-1RA in a semi-finished solution according to the standardized validation procedure was carried out. 
It is proved that according to such validation characteristics as linearity, precision, correctness and robustness, the method 
is correct.

Key words: spectrophotometry; solution; recombinant human interleukin-1 receptor antagonist; quantitative 
determination.
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РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО 
РЕЦЕПТОРНОГО АНТАГОНИСТА ИНТЕРЛЕЙКИНА-1 ЧЕЛОВЕКА В ПОЛУФАБРИКАТЕ-РАСТВОРЕ

Е. П. Медведева1, Б. С. Бурлака1, В. В. Бугаёва1, С. А. Васюк1, И. Ф. Беленичев1, Э. В. Супрун2

Запорожский государственный медицинский университет1

Национальный фармацевтический университет2, Харьков
Kate-portnaya@ukr.net

Цель работы. Разработка и валидация новой методики спектрофотометрического количественного определения 
рекомбинантного рецепторного антагониста интерлейкина-1 человека (РРАИЧ-1) в полуфабрикате-растворе.
Материалы и методы. В исследовании использованы полуфабрикат-раствор (РРАИЧ-1 – 50 мг, динатрия эдетат 
– 0,12 мг, натрия дигидрофосфат дигидрат – 7,8 мг, полисорбат-20 – 0,10 мг, вода для инъекций до 1 мл), как 
растворитель – вода очищеная. Аналитическое оборудование: спектрофотометр Specord 200, весы электронные 
АВТ-120-5DM.
Результаты и обсуждение. Разработана новая, простая методика количественного определения РРАИЧ-1 в 
полуфабрикате-растворе методом спектрофотометрии в УФ-области, основанная на измерении оптической 
плотности водного раствора соединения при 280 нм. Методика была валидирована согласно таким характеристикам, 
как линейность, прецизионность, правильность, специфичность и робастность. Линейная зависимость абсорбции 
от концентрации находится в диапазоне 0,6–1,1 мг/мл. Анализ прогнозируемой полной неопределенности анализа 
свидетельствует о возможности применения разработанного метода в других лабораториях.
Выводы. Разработана и валидирована методика определения содержания РРАИЧ-1 в полуфабрикате-
растворе согласно требованиям ГФУ. Доказано, что по таким валидационным характеристикам, как линейность, 
специфичность, прецизионность, правильность и робастность, методика является корректной.

Ключевые слова: спектрофотометрия; полуфабрикат-раствор; рекомбинантный рецепторный антагонист 
интерлейкина-1 человека; количественное определение.
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