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Мета роботи. Розробити та валідувати УФ-спектрофотометричну методику кількісного визначення 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній хлориду.
Матеріали і методи. Об’єктом дослідження була субстанція 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]
піперазиній хлориду. В якості розчинника застосовували воду дистильовану.
Аналітичне обладнання: спектрофотометр Specord 200, ваги електронні АВТ-120-5DM, мірний посуд класу А.
Результати й обговорення. Для розробки методики кількісного визначення обрано смугу, що спостерігається 
при 260–320 нм із максимумом поглинання при 289 нм. Згідно з ДФУ розроблену методику валідовано методом 
стандарту за такими валідаційними характеристиками, як лінійність, діапазон застосування, прецизійність, 
правильність та робасність. Розраховані числові показники лінійної залежності свідчать, що методика лінійна в 
усьому обраному діапазоні концентрацій (73–126 %). Прецизійність визначали на рівні збіжності. Встановлено, 
що однобічний інтервал окремого значення не перевищує максимально припустиму невизначеність аналізу, тому 
дана методика є точною. Встановлено, що абсорбція аналізованих розчинів залишається стабільною протягом 
щонайменше однієї години. Також розраховано прогнозовану повну невизначеність результатів для методики 
кількісного визначення, яка не перевищує критичного значення. Отже, методика буде давати коректні результати 
і в інших лабораторіях.
Висновок. Розроблено та валідовано УФ-спектрофотометричну методику кількісного визначення 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній хлориду.

Ключові слова: 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній хлорид; кількісне визначення; УФ-спектро
фотометрія; валідація.

Вступ. Широкий спектр біологічної активності при-
родних ксантинів стимулював пошук біологічно ак-
тивних сполук серед їх синтетичних аналогів, що при-
вело до створення ряду лікарських засобів, які успіш-
но застосовують до сьогодні. Це такі відомі препара-
ти, як теофілін, дипрофілін, ксантинолу нікотинат, 
пентоксифілін, нігексин, сплантин, теокор, теофібрат, 
гесотанол, ацикловір та інші. Для вищевказаних пре-
паратів характерна бронхолітична, діуретична, анти-
гіпертензивна, гіполіпідемічна та міорелаксуюча 
дії [1].

Внаслідок численних досліджень встановлено ме-
ханізм дії багатьох ксантинів на різні системи організ-
му. Так, багато ксантинів є інгібіторами аденозинових 
та пуринергічних рецепторів [2–6]. Деякі 1,7,8-триза-
міщені ксантину проявляють антиагрегаційну та агти-
коагулятну [7–9], бронхолітичну [10, 11] дію. Слід за-
значити, що деякі похідні ксантину є перспективними 
інгібіторами ферментів: фосфоенолпіруваткарбокси-
кінази, дипептидилпептидази-IV [12, 13]; впливають 
на синтез інтерлейкинів та цитокинову систему тка-
нин [14]. Також встановлено, що теобромін підвищує 
рівень холестеролу ЛПВЩ, запобігаючи розвитку 

атеросклерозу [15], а деякі 1,3,8-заміщені ксантину 
можуть знайти застосування при лікуванні порушень 
ліпідного обміну [16].

Отже, сучасний етап науково-технічного прогресу 
фармацевтичної науки пов’язаний з розвитком ціле-
спрямованого синтезу біологічно активних сполук та 
створенням на їх основі нових високоефективних та 
малотоксичних лікарських засобів, які б могли конку-
рувати з дорогими імпортними препаратами.

З метою розширення арсеналу сучасних вітчизня-
них лікарських засобів розроблено методику синтезу 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперази-
ній хлориду та вивчено його біологічні властивості 
[17].

Одним із важливих етапів життєвого циклу лікар-
ських засобів є контроль їх якості, який здійснюється 
сучасними фізико-хімічними методами аналізу, се-
ред яких почесне місце займає спектрофотометрія, в 
тому числі й в УФ-області спектра.

Згідно з вимогами Європейської Фармакопеї та 
гармонізованої з нею Державної Фармакопеї України 
(ДФУ), усі методики контролю якості лікарських пре-
паратів повинні бути валідовані. Валідація є експери-
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ментальним доказом того, що методика придатна 
для виконання поставлених задач.

Отже, наступним етапом дослідження стала роз-
робка спектрофотометричної методики кількісного 
визначення 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-
іл]піперазиній хлориду, а також валідація розробле-
ної методики згідно з ДФУ. 

Матеріали і методи. Об’єкти дослідження, роз-
чинники та обладнання

Об’єктом дослідження була субстанція 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперази-
ній хлориду. В якості розчинника застосовували воду 
дистильовану.

Аналітичне обладнання: спектрофотометр Specord 
200, ваги електронні АВТ-120-5DM, мірний посуд класу А.

Методика кількісного визначення 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]пі-
перазиній хлориду в субстанції

Точну наважку 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-
8-іл]піперазиній хлориду (0,03639-0,06285 г) поміщали в 
мірну колбу ємністю 100,0 мл, розчиняли в воді дисти-
льованій та доводили цим же розчинником до позначки, 
перемішували. 1,00 мл одержаного розчину переноси-
ли в мірну колбу ємністю 10,00 мл та доводили водою 
дистильованою до позначки. Абсорбцію вимірювали на 
фоні розчинника при довжині хвилі 289 нм. Паралельно 
проводили визначення з 1,00 мл 0,0500 % розчину по-
рівняння 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]пі-
перазиній хлориду, який готували шляхом розчинення в 
воді дистильованій точної наважки субстанції 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній 
хлориду. Розрахунок вмісту діючої речовини у відсотках 
проводили за формулою:

,

де	 А – абсорбція досліджуваного розчину;
А0 – абсорбція розчину порівняння;
С0 – концентрація спектрофотометрованого розчи-

ну порівняння 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-
8-іл]піперазиній хлориду (0,005 г у 100 мл);

р – наважка субстанції, г;
l – товщина шару, см.
Результати й обговорення. УФ-спектр 

1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперази-
ній хлориду в воді дистильованій характеризується 
кількома смугами поглинання. Для розробки методи-
ки кількісного визначення обрано смугу, що спостері-
гається при 260–320 нм з максимумом поглинання 
при 289 нм (рис. 1). 

Валідація методики
Згідно з ДФУ [18], для підтвердження коректності 

методики при відтворюваності її в іншій лабораторії 
необхідно проводити прогноз повної невизначеності 
методики.

Прогноз повної невизначеності методики
Прогнозована повна невизначеність результатів 

аналізу не повинна перевищувати максимально 
припустиму невизначеність результатів аналізу 
max ∆As.

Повну невизначеність аналізу ∆As можна розбити 
на складові, пов’язані з невизначеністю пробопідго-
товки (∆SP) та з невизначеністю кінцевої аналітичної 
операції (∆FAO). У випадку спектрофотометрії неви-
значеність кінцевої аналітичної операції складає 
0,70 %.

Розрахунки невизначеності пробопідготовки 
проводили, враховуючи вимоги ДФУ до гранично 
припустимих похибок для мірного посуду, вагів та 
приладів.
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Рис. 1. УФ спектр поглинання 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній хлориду у воді 
дистильованій.
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Повна невизначеність аналітичної методики:

 =  = 1,31% ≤ max As = 1,5%

Як бачимо, прогнозована повна невизначеність 
результатів для методики кількісного визначення не 
перевищує критичного значення max ΔAs= 1,5 %. Та-
ким чином, методика буде давати коректні результа-
ти і в інших лабораторіях.

Розроблену методику кількісного визначення 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперази-
ній хлориду було валідовано відповідно до вимог 
ДФУ [18] згідно зі стандартизованою процедурою ва-
лідації методик кількісного аналізу лікарських засобів 
методом стандарту за такими валідаційними харак-
теристиками, як лінійність, діапазон застосування, 
прецизійність, правильність та робасність (табл. 1).

Лінійність та діапазон застосування методики

3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5
1,4
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1,8

2,0
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2,4

С, мг/100 мл

А  

Рис. 2. Графік залежності абсорбції від концентрації 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній хлориду.

Лінійність визначали у межах 73 – 126 % від номіналь-
ної концентрації 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-
8-іл]піперазиній хлориду. Розчини з відомою концентра
цією отримували шляхом розведення 0,0500 % розчину 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній 
хлориду – 0,80; 0,85; 0,90; 0,95; 1,00; 1,05; 1,10; 1,15 мл 
вміщували в колби ємністю 10,00 мл, доводили водою 
дистильованою до позначки та вимірювали абсорбцію 
аналізованих розчинів. На основі отриманих даних буду-
вали графік залежності абсорбції від концентрації 
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній 
хлориду (рис. 2). Числові показники лінійної залежності 
розраховували за допомогою регресійного аналізу мето-
дом найменших квадратів (табл. 2). 

Таблиця 1. Розрахунок невизначеності пробопідготовки

Операція пробопідготовки
Параметр 

розрахункової 
формули (1)

Невизначеність, Δ%

розчин порівняння
1) взяття наважки Х р0 0,02 мг/50,0 мг

×100 % = 0,04 %
2) доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 100,00 мл 100,00 0,12 %
3) взяття аліквоти піпеткою 1,00 мл 1,00 0,6 %
4) доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 10,00 мл 10,00 0,5 %

випробовуваний розчин
1) взяття наважки Х р 0,02 мг/50,0 мг

×100 % = 0,04 %
2) доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 100,00 мл 100,00 0,12 %
3) взяття аліквоти піпеткою 1,00 мл 1,00 0,6 %
4) доведення до об’єму в мірній колбі ємністю 10,00 мл 10,00 0,5 %
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Одержані числові показники лінійної залежності 
свідчать про те, що виконуються усі вимоги щодо па-
раметрів лінійної залежності, тобто лінійність мето-
дики підтверджується у всьому обраному діапазоні 
концентрацій (73–126 %).

Збіжність та правильність
Із трьох наважок досліджуваної речовини готу-

вали три розчини, з кожним з яких проводили по 
три паралельні виміри при аналітичній довжині 
хвилі (всього 9). Абсорбцію розчину порівняння 
вимірювали паралельно. Вміст 1-[7-(2-гідроксіетил-
1)-3-метилксантин-8-іл]піперазиній хлориду у від-
сотках розраховували за загальноприйнятою фор-
мулою.

На основі отриманих даних розраховували серед-
нє значення , відносне стандартне відхилення 
(RSD) та відносний довірчий інтервал окремого зна-
чення (∆X) (табл. 3). 

Таблиця 2. Числові показники лінійної залежності

Величина Значення Критерії Висновок
b±(sb) 0,3856±(0,0006) – –
а±(sa) –0,0002±(0,0029) а≤∆а=t(95%;4)·sа=0,005393 відповідає
sх,0(%) 0,002857 ≤∆As(%)/t(95%;4)=0,8067 відповідає

r 0,9999 ≥0,9997 відповідає

Таблиця 3. Визначення правильності та точності результатів кількісного визначення 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-
метилксантин-8-іл]піперазиній хлориду в субстанції

Лікарська речовина RSD, % As∆
1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метилксантин-8-іл]

піперазиній хлорид 100,19 0,19 0,00998 0,0186 1,50

Згідно з ДФУ методика є точною на рівні збіжності, 
якщо однобічний інтервал окремого значення (∆X) не 
перевищує максимально припустиму невизначеність 
аналізу (∆As) – 1,50 %. Виходячи з наведених у табли-
ці 3 даних запропонована методика є точною.

Робасність
Оцінку робасності проводили на стадії розробки 

методики. Для цього досліджено стабільність аналі-
зованих розчинів у часі. Встановлено, що абсорбція 
аналізованих розчинів залишається стабільною про-
тягом щонайменше однієї години.

Висновки. В результаті роботи було розроблено про-
сту, чутливу та економічну спектрофотометричну методи-
ку кількісного визначення 1-[7-(2-гідроксіетил-1)-3-метил
ксантин-8-іл]піперазиній хлориду, а також проведено валі-
дацію розробленої методики, згідно з ДФУ за такими ва-
лідаційними характеристиками, як лінійність, діапазон 
застосування, прецизійність, правильність та робасність.

СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 1-[7-(2-ГИДРОКСИЭТИЛ-1)-3-МЕТИЛКСАНТИН-8-
ИЛ]ПИПЕРАЗИНИЙ ХЛОРИДА

Д. Г. Иванченко, Ю. Н. Жук, С. А. Васюк, Н. И. Романенко 

Запорожский государственный медицинский университет
lebed_yuliya@i.ua

Цель работы. Разработать и валидировать УФ-спектрофотометрическую методику количественного определения 
1-[7-(2-гидроксиэтил-1)-3-метилксантин-8-ил]пиперазиний хлорида.
Материалы и методы. Объектом исследования была субстанция 1-[7-(2-гидроксиэтил-1)-3-метилксантин-8-ил]
пиперазиний хлорида. В качестве растворителя использовали воду дистиллированную.
Аналитическое оборудование: спектрофотометр Specord 200, весы электронные АВТ-120-5DM, мерная посуда 
класса А.
Результаты и обсуждение. Для разработки методики количественного определения выбрана полоса, которая 
наблюдается при 260–320 нм с максимумом поглощения при 289 нм. Согласно ГФУ разработанная методика валидирована 
методом стандарта по таким валидационным характеристикам, как линейность, диапазон применения, прецизионность, 
правильность и робастность. Рассчитанные числовые показатели линейной зависимости свидетельствуют о том, что 
методика линейна во всем выбранном диапазоне концентраций (73–126 %). Прецизионность определяли на уровне 
сходимости. Установлено, что односторонний интервал единичного значения не превышает максимально допустимую 
неопределенность анализа, поэтому данная методика точная. Доказано, что абсорбция анализируемых растворов 
остается стабильной на протяжении не менее 1 часа. Также рассчитана прогнозируемая полная неопределенность 
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результатов для методики количественного определения, которая не превышает своего критического значения. Таким 
образом, методика будет давать корректные результаты и в других лабораториях.
Вывод. Разработано и валидировано УФ-спектрофотометрическую методику количественного определения 
1-[7-(2-гидроксиэтил-1)-3-метилксантин-8-ил]пиперазиний хлорида.

Ключевые слова: 1-[7-(2-гидроксиэтил-1)-3-метилксантин-8-ил]пиперазиний хлорид; количественное определение; 
УФ-спектрофотометрия; валидация.

SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF 1-[7-(2- HYDROXYETHYL-1)-3-METHYLXANTHINE-8-
YL]PIPERAZINE CHLORIDE

D. H. Ivanchenko, Y. N. Zhuk, S. O. Vasyuk, M. I. Romanenko 

Zaporizhzhia State Medical University
lebed_yuliya@i.ua

The aim of the work. To develop and validate the UV spectrophotometric procedure for the quantitative determination of 
1-[7-(2-hydroxyethyl-1)-3-methylxanthine-8-yl]piperazine chloride.
Materials and Methods. The study object was the substance of 1-[7-(2-hydroxyethyl-1)-3-methylxanthine-8-yl]piperazine 
chloride. Distilled water was used as the solvent.
Analytical equipment: spectrophotometer Specord 200, electronic balance AVT-120-5DM, measuring glassware of class A.
Results and Discussion. The absorption band that observed at 260–320 nm with an absorption maximum at 289 nm was 
chosen to develop the quantitative determination method. According to SPU, the developed method was validated by the standard 
method for such validation characteristics as linearity, range of application, precision, accuracy and robustness. The calculated 
numerical values of linear dependence indicate that the method is linear throughout the selected concentration range (73–126 %). 
Precision was determined at the level of repeatability. It was found that the one-sided interval of a single value does not exceed 
the maximum permissible uncertainty of the analysis, so this method is accurate. It was proved that the absorption of the analyzed 
solutions remains stable for at least 1 hour. The predicted total uncertainty of the results for the quantitative determination method, 
which does not exceed its critical value, was also calculated. Thus, the method will give correct results in other laboratories.
Conclusion. The UV spectrophotometric procedure for the quantitative determination of 1-[7-(2-hydroxyethyl-1)-3-
methylxanthine-8-yl]piperazine chloride was developed and validated.

Key words: 1-[7-(2-hydroxyethyl-1)-3-methylxanthine-8-yl]piperazine chloride; quantitative determination; UV 
spectrophotometry; validation.
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