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ВИВЧЕННЯ ВАЛІДАЦІЙНИХ ХАРАКТЕРИСТИК УФ-СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧНОЇ 
МЕТОДИКИ ОДНОЧАСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ ПЕРИНДОПРИЛУ АРГІНІНУ 

ТА БІСОПРОЛОЛУ ФУМАРАТУ В ТАБЛЕТКАХ

РЕЗЮМЕ. Гіпертензія – найпоширеніше захворювання серцево-судинної системи. Аналізуючи рекомендації 
щодо її лікування часто призначають інгібітори ангіотензинперетворювального ферменту (АПФ), серед яких відо-
мою є фіксована комбінація периндоприлу аргініну та бісопрололу фумарату. Існуючі на сьогодні аналітичні мето-
дики визначення даної комбінації активних фармацевтичних інгредієнтів (АФІ) є досить трудомісткими, неселек-
тивними та вимагають використання дороговартісного обладнання і відповідних реактивів, тому було вирішено 
розробити нову методику кількісного визначення досліджуваних АФІ, яка буде експресною, точною, селектив-
ною і відповідатиме принципам «зеленої» хімії. 

Мета – проведення валідації УФ-спектрофотометричної методики одночасного визначення периндоприлу 
аргініну та бісопрололу фумарату в таблетках.

Матеріал і методи. Спектрофотометр «Shimadzu UV1800» із застосуванням програмного пакета UV-Probe 
2.62, кварцові кювети (1 см), таблетки «Престилол» 5 мг / 10 мг, фармакопейні стандартні зразки (ФСЗ): периндо-
прилу аргініну, бісопрололу фумарату («SigmaAldrich", ≥98  %, високоефективна рідинна хроматографія), мета-
нол Р (“Honeywell Riedelde Haen™”, 99,9 %)), методи математичної статистики.

Результати. Валідацію проводили згідно з вимогами Державної Фармакопеї України (ДФУ) за основними 
валідаційними характеристиками: лінійність, правильність, збіжність, прецизійність і робасність. Методика вияви-
лась лінійною (МВ для периндоприлу аргініну 0,98 мкг/мл, МКВ – 2,96 мкг/мл; МВ для бісопрололу фумарату – 
0,82, МКВ – 2,49), що відповідає критеріям прийнятності. Значення відносного довірчого інтервалу величини 
∆z становить 0,23 для периндоприлу аргініну та 0,05 для бісопрололу фумарату, що є менше критичного значення 
(1,6 %), а отже методика є збіжною. Систематична похибка для периндоприлу аргініну становить 0,05 %, для бісо-
прололу фумарату – 0,06 %, що є менше критичного та вказує на правильність розробленої методики.

Висновки. В результаті проведення валідації запропонованої методики кількісного визначення вивчено 
основні валідаційні характеристики та встановлено, що представлена методика кількісного визначення дослі-
джуваних субстанцій лікарських речовин є лінійною, збіжною, правильною, прецизійною та може бути використа-
на лабораторіями з контролю якості лікарських засобів для проведення аналізу досліджуваних субстанцій лікар-
ських речовин і ліків на їх основі.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: периндоприлу аргінін, бісопрололу фумарат, таблетки, спектрофотометрія, валідація, ва-
лідаційні характеристики.

Вступ. На сьогодні, артеріальна гіпертензія 
(АГ) є найпоширенішим захворюванням людства 
та однією з найбільш важливих глобальних про-
блем у галузі охорони здоров’я. Незважаючи на 
насичення фармацевтичного ринку різноманіт
ними препаратами для її лікування, а саме для до-
сягнення терапевтичних цілей часто призначають 
комбіновані лікарські засоби (ЛЗ), які мають ряд 
переваг над монопрепаратами, адже вони дозво-
ляють використати менше дозування кожного 
АФІ для досягнення терапевтичного ефекту і тим 
самим зменшити прояв побічних реакцій [1, 2]. У 
протоколи лікування АГ досить часто включають 
ЛЗ «Престилол» Servier Industries Ltd (Ireland) – це 
фіксована комбінація периндоприлу аргініну і бі-
сопрололу фумарату. Його застосовують для лі-
кування гіпертензії і/або стабільної ішемічної хво-
роби серця, і/або стабільної хронічної серцевої 
недостатності із зниженою систолічною функцією 

лівого шлуночка у дорослих пацієнтів [3, 4]. До-
слідження медикаментів із групи АТХ С09В Х02 є 
дуже важливим, як для забезпечення відповідно-
го рівня лікування есенціальної гіпертензії та за-
побігання її тяжким ускладненням, таким як ін-
фаркт, стенокардія, інсульт, набряк мозку тощо), 
так і з погляду фармацевтичного аналізу щодо 
розробки нових або модифікації існуючих мето-
дик їх аналізу [2, 5, 6]. Існуючі на сьогодні [6, 7] 
аналітичні методики визначення даної комбінації 
субстанцій лікарських речовин є довготривали-
ми, не селективними, вимагають використання 
дорогого обладнання і відповідних реактивів, 
тому було вирішено розробити нову методику 
кількісного визначення АФІ фіксованої комбіна-
ції. В попередніх наших дослідженнях [8] вивчено 
оптимальні умови пробопідготовки та розробле-
но УФ-спектрофотометричну методику одночас-
ного визначення периндоприлу аргініну та бісо-
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прололу фумарату в таблетках, яка виявилась 
експресною, точною, селективною, відповідає 
критеріям «зеленої» хімії. Наступним етапом екс-
перименту необхідно довести, що розроблена 
нами методика кількісного визначення є придат-
ною для поставлених цілей і задач, тобто необхід-
но провести її валідацію.

Метою даного дослідження було проведен-
ня валідації методики одночасного визначення 
периндоприлу аргініну та бісопрололу фумарату 
в таблетках за основними валідаційними харак-
теристиками згідно з вимогами ДФУ. 

Матеріал і методи дослідження. Експери-
менти виконані на двопроменевому сканувально-
му спектрофотометрі “Shimadzu UV1800”, вико-
ристовували програмне забезпечення Software 
UV-Probe 2.62, ФСЗ периндоприлу аргініну, бісо-
прололу фумарату (Sіgma Aldrich 98 %, ВЕРХ), таб
летки «Престилол» 5 мг / 10 мг, Servier Industries 
Ltd (Ireland), кварцові кювети (1 см), ваги лабора-
торні електронні “RAD wAG AS 200/C”, ультразву-
кову баню “Sonorex Digitec DT100H”, мірний посуд 
класу А, а також методи математичної статистики. 
Вивчення валідаційних характеристик проводили 
згідно вимог ДФУ (2-ге видання).

Результати й обговорення. Враховуючи 
оптимальні умови пробопідготовки, нижче пред-
ставлена запропонована нами спектрофото
метрична методика одночасного визначення пе-
риндоприлу аргініну та бісопрололу фумарату в 
таблетках. 

Приготування випробовуваного розчину таб­
леток «Престилол», 5 мг/10 мг: точну наважку по-
рошку розтертих таблеток еквівалентну 20,36 мг 
бісопрололу фумарату та 35,2 мг периндоприлу 
аргініну, поміщають у мірну колбу на 50,00 мл та 
розчиняють у 35,00 мл метанолу Р. Після того до-
водять до мітки метанолом Р та впродовж 2 хви-
лин одержаний розчин витримують на ультразву-
ковій бані. В подальшому фільтрують розчин за 
допомогою фільтрувальної нейлонової мембра-
ни з товщиною 0,2 мкм, відкидаючи перші порції 
фільтрату. У мірну колбу місткістю 10,00 мл відби-
рають аліквоту 1,0 мл, доводять метанолом Р до 
мітки та перемішують. 

Реєструють поглинання розчинів, застосову-
ючи компенсаційний розчин за довжини хвилі 
224 та 272 нм.

Приготування ФСЗ бісопрололу фумарату: 
20,36 мг бісопрололу фумарату вміщують у мірну 
колбу на 50,00  мл, розчиняють у 35,00 мл мета-
нолу Р. Упродовж 2 хвилин одержаний розчин ви-
тримують на ультразвуковій бані, доводять роз-
чинником до мітки та перемішують. У мірну колбу 
місткістю 10.00 мл відбирають аліквоту 0.8 мл, 
доводять метанолом Р до мітки та перемішують. 

Реєструють поглинання розчинів, застосовуючи 
компенсаційний розчин за довжини хвилі 272 нм.

Приготування ФСЗ периндоприлу аргініну: 
35,2 г периндоприлу аргініну вміщують у мірну 
колбу на 50,00  мл, розчиняють у 35,00 мл мета-
нолу Р. Упродовж 2 хвилин одержаний розчин ви-
тримують на ультразвуковій бані, доводять роз-
чинником до мітки та перемішують. У мірну колбу 
місткістю 10.00  мл відбирають аліквоту 0,3 мл, 
доводять метанолом Р до мітки та перемішують. 

Реєструють поглинання розчинів, застосову-
ючи компенсаційний розчин за довжини хвилі 
224 нм.

Компенсаційний розчин – метанол Р.
Наступним етапом експерименту було прове-

дення валідації аналітичної методики за основними 
валідаційними параметрами згідно вимог ДФУ [9].

Лінійність аналітичної методики вивчали 
окремо для периндоприлу аргініну та бісопроло-
лу фумарату. Перший досліджували в діапазоні 
концентрацій 11,52–30,72 мкг/мл відповідно до 
вимог ДФУ, методом найменших квадратів та бі-
сопрололу в діапазоні – 23,04–42,12 мкг/мл, вико-
ристовуючи модельні розчини зразків. 

На рисунку 1 прослідковано залежність погли-
нання периндоприлу від концентрації визначу
ваного ЛЗ (від 11,52 мкг/мл до 30,72 мкг/мл). Згідно 
з вимогами ДФУ [9], показники МВ та МКВ дослі-
джували з використанням параметрів стандарт
ного відхилення аналітичного сигналу (σ) та танген
су нахилу регресійної прямої (b). В результаті про-
ведених розрахунків, МВ становила 0,98  мкг/мл, 
МКВ  – 2,96 мкг/мл. При цьому рівняння лінійної 
регресії має вигляд: y = 0,0384 x – 0,2082, коефіці-
єнт кореляції (R2) становить 0,9993. 

На рисунку 2 показано залежність поглинан-
ня бісопрололу фумарату від концентрації визна-
чуваного ЛЗ з 23,04 мкг/мл до 42,12 мкг/мл відпо-
відно. Показники МВ та МКВ становили 0,82 та 
2,49, рівняння лінійної регресії виглядало наступ-
ним чином: y = 0,0053 x + 0,1161, коефіцієнт коре-
ляції (R2) при цьому становив 0,9998. 

Метрологічні характеристики рівняння регре-
сійної залежності для одночасного визначення пе-
риндоприлу аргініну та бісопрололу фумарату в 
таблетках наведені в таблицях 1 і 2. 

Параметри лінійності (табл. 1 і 2) для перин-
доприлу аргініну та бісопрололу фумарату відпо-
відають вимогам ДФУ [9] по всьому діапазоні за-
стосування аналітичної методики. 

Правильність та прецизійність УФ-спектрофо
тометричної методики перевіряли шляхом приго-
тування модельних розчинів з точно відомою кон-
центрацією з вмістом 70–130 % від номінального. 
Одержані результати проведених розрахунків на-
ведено в таблиці 3 і 4.
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Рис. 1. Графік лінійності периндоприлу аргініну.
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Рис. 2. Графік лінійності бісопрололу фумарату.
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Таблиця 1. Метрологічні характеристики лінійної залежності периндоприлу аргініну

Величина Значення Критерій
Висновок  

(відповідає або не відповідає)
b±(Sb) 0,0384±(0,001324) –

а±(Sa) 0,2082±(0,029270) |a| ≤ 2,6 Відповідає

R2 0,9993 > 0,9991 Відповідає
МВ (мкг/мл) 0,97 –
МКВ (мкг/мл) 2,96 –
Підпорядкування закону Бера 
в діапазоні концентрацій (мкг/мл)

11,52–30,72 –

Таблиця 2. Метрологічні характеристики лінійної залежності бісопрололу фумарату

Величина Значення Критерій
Висновок  

(відповідає або не відповідає)
b±(Sb) 0,0053±(0,0001025) –

а±(Sa) 0,1161±(0,0034080) |a| ≤ 2,6 Відповідає

R2 0,9998 > 0,9997 Відповідає
МВ (мкг/мл) 0,83 –
МКВ (мкг/мл) 2,49 –
Підпорядкування закону Бера 
в діапазоні концентрацій (мкг/мл)

23,04-42,12 –
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Таблиця 3. Результати аналізу модельних сумішей і їх статистична обробка для кількісного визначення 
периндоприлу аргініну

Модельні 
розчини

Вміст периндоприлу аргініну, % Відношення знайденого 
до введеного,

Zi = (Yi  / Xi ) 
. 100 %

введено,
Xi =(Сi / Сrs ) 100 %

знайдено,
Yi =( Ai  / Ars ) 100 %

M1
69,92 70,08 100,23

M2
80,05 80,06 100,01

M3
90,07 90,02 99,94

M4
95,06 95,02 99,96

M5
100,16 100,10 99,94

М6
105,03 105,12 100,09

М7
110,09 110,16 100,06

М8
119,85 120,05 100,17

М9
130,01 130,09 100,06

Середнє значення, Z, % 100,05

Стандартне відхилення, Sz, % 0,1

Відносний довірчий інтервал
∆z = t(95 %, 8) . Sz = 2,3060 Sz, % 0,23

Критичне значення для збіжності результатів 
∆z ≤ max∆As = 1,6 %

Виконується
(0,23<1,60)

Систематична похибка δ = |Z – 100|, % 0,05

Критерій невизначеності систематичної похибки 
δ ≤ maxδ%

Виконується
(0,05<0,51)

Загальний висновок про методику Коректна

Таблиця 4. Результати аналізу модельних сумішей і їх статистична обробка для кількісного визначення 
бісопрололу фумарату

Модельні 
розчини

Вміст бісопрололу фумарату, % Відношення знайденого 
до введеного,

Zi = (Yi  / Xi ) 
. 100 %

введено,
Xi = (Сi / Сrs ) 100 %

знайдено,
Yi  = ( Ai  / Ars ) 100 %

M1
70,92 70,99 100,09

M2
81,05 81,08 100,04

M3
90,08 90,13 100,06

M4
95,03 95,07 100,04

M5
100,16 100,21 100,05

М6
105,04 105,10 100,09

М7
110,08 110,12 100,06

М8
119,80 119,89 100,08

М9
128,11 128,17 100,05

Середнє значення, Z, % 100,06

Стандартне відхилення, Sz, % 0,02

Відносний довірчий інтервал
∆z = t(95 %, 8) . Sz = 2,3060 Sz, % 0,05

Критичне значення для збіжності результатів 
∆z ≤ max ∆As = 1,6 %

Виконується
(0,05<1,60)

Систематична похибка δ =│Z – 100│, % 0,06

Критерій невизначеності систематичної похибки 
δ ≤ maxδ%

Виконується
(0,06<0,51)

Загальний висновок про методику Коректна
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Аналізуючи дані, наведені в таблиці 3, можна 
зробити висновок, що методика визначення пе-
риндоприлу аргініну характеризується досить хо-
рошою прецизійністю, оскільки отримане значен-
ня відносного довірчого інтервалу величини ∆z 
становить 0,23, яке є менше критичного значення 
для збіжності результатів (1,6  %), тобто викону-
ється критерій незначущості систематичної по-
хибки методики. Отримане значення систе
матичної похибки становить 0,05 %, що вказує на 
наближеність одержаних значень оптичних гус-
тин до номінальних, і є практично незначущою, 
тобто УФ-спектрофотометрична методика харак-
теризується достатньою правильністю в усьому 
діапазоні концентрацій від 70 до 130 % [9].

Аналізуючи дані, наведені в таблиці 4, можна 
зробити висновок, що методика визначення бісо-
прололу фумарату характеризується досить хо-
рошою прецизійністю, адже отримане значення 
відносного довірчого інтервалу ∆z становило 0,05, 
що є менше критичного значення для збіжності 

результатів – 1,6 %, тому й виконується критерій 
незначущості систематичної похибки розробле-
ної методики.

Внутрішньолабораторну прецизійність ви-
значали на шести зразках однієї серії препарату, у 
різні дні, різними аналітиками, із використанням 
різного мірного посуду, а також з розрахунком 
значення відносного довірчого інтервалу, що по-
винно бути меншим максимально допустимої не-
визначеності результатів аналізу, відповідно 
∆z≤1,6, при В=5 % (табл. 5).

Як видно з отриманих результатів, вивчення 
внутрішньолабораторної прецизійності, величи-
на відносного довірчого інтервалу для шести па-
ралельних визначень однієї серії препарату задо-
вольняє критерій прийнятності (≤1,6 %). 

Робасність як валідаційна характеристика [9] 
вивчалась шляхом оцінки стабільності приготов-
лених розчинів досліджуваних АФІ впродовж 
проміжку часу 2 годин. Результати цього дослі-
дження наведено в таблиці 6 і 7. 

Таблиця 5. Результати перевірки внутрішньолабораторної прецизійності для методики одночасного визначення 
периндоприлу аргініну та бісопрололу фумарату в таблетках

№ розчину
Величина Zi , %

1 дослід 2 дослід 3 дослід
1 100,04 99,92 99,85
2 99,99 100,11 100,09
3 99,97 100,01 99,98
4 100,14 100,05 100,05
5 100,05 99,94 100,07
6 100,21 100,00 99,89
Середнє Z (%) 100,07 99,95 99,99
RSDX, % 0,09 0,07 0,10

Відносне стандартне відхилення, RSDZ (%) 0,09

Відносний довірчий інтервал, ∆Z 0,08≤1,6

Критичне значення збіжності результатів ΔAs, % 1,6

Таблиця 7. Результати вивчення стабільності випробовуваного розчину бісопрололу фумарату (1) та розчину 
ФСЗ бісопрололу фумарату (2)

№
t, хв

A сер RSDt, %0 20 40 60 90 120
1 0,231 0,236 0,238 0,240 0,235 0,236 0,236 1,29
2 0,236 0,238 0,238 0,243 0,237 0,239 0,239 1,02

Таблиця 6. Результати вивчення стабільності випробовуваного розчину периндоприлу аргініну (1)  
та розчину ФСЗ периндоприлу аргініну (2)

№
t, хв

A сер RSDt, %0 20 40 60 90 120
1 0,670 0,675 0,680 0,686 0,690 0,680 0,680 1,06
2 0,660 0,665 0,660 0,670 0,666 0,660 0,664 0,63
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Як видно з представлених результатів експе-
рименту, досліджувані розчини АФІ виявилися 
стабільними впродовж 2 год, що свідчить про ко-
ректність підібраних умов пробопідготовки.

Відповідно до отриманих результатів аналізу, 
середня похибка (δ) методу дорівнює 0,05 і 0,06 %, 
а стандартне відхилення ( Sz) становить 0,1 і 0,02 % 
відповідно. Отримані результати експерименту 
свідчать про відповідність розробленої спектро-
фотометричної методики одночасного визначен-
ня периндоприлу аргініну та бісопрололу фума-
рату основним валідаційним характеристикам, 
таким як правильність і прецизійність [9].

Отже, розроблена УФ-спектрофотометрична 
методика одночасного визначення периндоприлу 
аргініну та бісопрололу фумарату в таблетках є 
простою за виконанням, експресною, доступною, не 
дороговартісною, лінійною, прецизійною, збіжною 
та може бути використана в лабораторіях по контро
лю якості ЛЗ для аналізу досліджуваних субстан-
цій лікарських речовин і медикаментів на їх основі.

Висновки. Проведено валідацію УФ-спектро
фотометричної методики одночасного визначен-
ня периндоприлу аргініну та бісопрололу фума-
рату в таблетках за основними валідаційними ха-

рактеристиками: специфічність, лінійність, діа
пазон застосування, правильність, прецизійність, 
робасність.

Встановлено, що УФ-спектрофотометрична 
методика є лінійною (МВ для периндоприлу аргі-
ніну 0,98 мкг/мл, МКВ – 2,96 мкг/мл; МВ для бісо-
прололу фумарату – 0,82, МКВ – 2,49), що відпові-
дає критеріям прийнятності.

Значення відносного довірчого інтервалу ве-
личини ∆z становить для периндоприлу аргініну 
0,23 та для бісопрололу фумарату – 0,05, яке є 
менше критичного значення, а отже методика є 
збіжною (1,6 %).

Систематична похибка для периндоприлу ар-
гініну становить 0,05 %, для бісопрололу фумара-
ту – 0,06 %, що вказує на правильність розробле-
ної методики.

Джерела фінансування. Власні кошти ав-
тора. 
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N. O. Zarivna

Ivan Horbachevsky Ternopil National Medical University of the Ministry of Health of Ukraine, Ternopil, Ukraine

STUDY OF VALIDATION CHARACTERISTICS OF THE UV SPECTROPHOTOMETRIC TECHNIQUE 
FOR THE SIMULTANEOUS DETERMINATION OF PERINDOPRIL ARGININE AND BISOPROLOL 

FUMARATE IN TABLETS

SUMMАRY. Hypertension is the most common disease of the cardiovascular system. Analyzing recommendations 
for its treatment, angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors are often prescribed, among which a fixed combination 
of perindopril arginine and bisoprolol fumarate is suggested. The currently existing analytical methods for determining 
this combination of active pharmaceutical ingredients (APIs) are quite labor-intensive, non-selective and require the use 
of expensive equipment and appropriate reagents, so it was decided to develop a new method for quantifying the 
studied APIs, which will be express, accurate, selective and will comply with the principles of "green" chemistry.

The aim – to validate the UV spectrophotometric technique for the simultaneous determination of perindopril 
arginine and bisoprolol fumarate tablets.

Material and Methods. Spectrophotometer "Shimadzu UV1800" using the UVProbe 2.62 software package, quartz 
cuvettes (1 cm), tablets "Prestylol" 5 mg/10 mg, pharmacopoeia standard samples (PSS): perindopril arginine, bisoprolol 
fumarate ("SigmaAldrich", ≥98%, high-performance liquid chromatography), methanol P ("Honeywell Riedelde Haen™", 
99.9 %)), methods of mathematical statistics.

Results. Validation was carried out according to the requirements of the State Pharmacopoeia of Ukraine (SFU) 
according to the main validation characteristics: linearity, correctness, convergence, precision and robustness. The 
technique turned out to be linear (MB for perindopril arginine 0.98 μg/ml, MCV – 2.96 μg/ml; MB for bisoprolol fumarate – 
0.82, MCV – 2.49), which meets the acceptance criteria. The value of the relative confidence interval of the value ∆z is 
0.23 for perindopril arginine and 0.05 for bisoprolol fumarate, which is less than the critical value (1.6 %), and therefore 
the technique is convergent. The systematic error for perindopril arginine is 0.05%, for bisoprolol fumarate – 0.06 %, 
which is less than critical and indicates the correctness of the developed technique.

Conclusions. As a result of the validation of the proposed method of quantification, the main validation 
characteristics have been studied and it has been established that the proposed method for quantifying the investigational 
substances of medicinal substances is linear, convergent, correct, precise, stable and can be used by laboratories for 
quality control of medicinal products for the analysis of investigational substances of medicinal substances and drugs 
based on them.

KEY WORDS: perindopril arginine; bisoprolol fumarate; tablets; spectrophotometry; validation; validation 
characteristics.
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