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АНОТАЦІЯ

Мета роботи. Розробка та валідація УФ-спектрофотометричної методики 
кількісного визначення піперидину 7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату.
Матеріали і методи. Об’єкт дослідження – субстанція піперидину 7-пропіл-
3-метилксантин-8-ілтіоацетату. Розчинник – вода очищена. Аналітичне 
обладнання: спектрофотометр Specord 200 (Analytic Jena AG, Німеччина), 
ваги лабораторні електронні RADWAG XA 210.4Y, баня ультразвукова 
Sonorex Digitec DT100H, мірний посуд класу А.
Результати й обговорення. Для розробки методики кількісного визначення 
зазначеної речовини обрано смугу, яка спостерігається при 260–340 нм 
з максимумом світлопоглинання при 295 нм. Згідно з вимогами ДФУ, було 
проведено валідацію методики за такими валідаційними характеристиками, 
як діапазон застосування, лінійність, прецизійність, правильність та 
робасність, а також розраховано прогноз повної невизначеності методики. 
Діапазон застосування методики лежить у межах 60–140 %. Розраховані 
числові показники лінійності свідчать про те, що методика є лінійною в 
усьому діапазоні застосування методики. Розрахований однобічний довірчий 
інтервал не перевищує максимально допустиму невизначеність аналізу, що 
свідчить про точність методики на рівні збіжності. Методика є правильною, 
оскільки систематична похибка статистично не відрізняється від нуля, 
тобто істинне значення величини не виходить за межі встановленого 
довірчого інтервалу. Доведено, що систематична похибка δ, яка вноситься 
нестабільністю аналізованого розчину, не перевищує критичного значення 
maxδ, тобто розчин залишається стабільним впродовж щонайменше 1 год.
Висновок. Розроблено та валідовано УФ-спектрофотометричну 
методику кількісного визначення піперидину 7-пропіл-3-метилксантин-8-
ілтіоацетату.
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Вступ. Серед різноманіття вітчизняних та за-
кордонних лікарських засобів для лікування таких 
патологічних станів, як ішемічна хвороба серця, 
ниркова недостатність, порушення мозкового кро-
вообігу, цукровий діабет, подагра та багато інших, 
дуже малий відсоток складають низькотоксичні лі-
карські засоби, а отже, пошук нових ефективних 

та малотоксичних лікарських препаратів є одним із 
пріоритетних завдань сучасної фармацевтичної 
науки.

Основним етапом створення оригінальних лікар-
ських засобів є синтез біологічно активних сполук із 
низькою токсичністю та високою фармакологічною 
ефективністю. Як відомо, основна частина лікар-
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ських засобів на сучасному фармацевтичному ринку 
– це синтетичні сполуки [1, 2].

Аналіз літературних джерел показав широкий 
спектр біологічної активності похідних ксантину. Так, 
пропонується синтез інгібіторів α-амілази – похідних 
теофіліну, які містять у положенні 7 фармакофорний 
фрагмент ацетилену [3]. Наразі використання інгібі-
торів амілаз розглядається як стратегія лікування 
цук рового діабету. 

 Встановлено, що деякі 1,3,7,8-тетразаміщені 
ксантину інгібують дипептидилпептидазу-IV, внаслі-
док чого покращується рівень глюкози при цукровому 
діабеті 2 типу [4]. Також запропоновані похідні 
1,3-диметилксантин-7-ілтіазолідину на матриці хіто-
зану як перспективні засоби в терапії цукрового діа-
бету 2 типу [5].

Проліферація ракових клітин шляхом синтезу ДНК 
розглядається як ключовий біологічний показник, що 
спостерігається на стадії прогресування канцероге-
незу. Отже, очікується, що речовини, які можуть галь-
мувати такий процес, гальмують стадію прогресуван-
ня канцерогенезу, тим самим запобігаючи, а також 
гальмуючи розвиток раку. Georgieva із співавторами 
запропонувала методики синтезу похідних 
1-бензилтеобромін-8-іл тіоетанової кислоти, які вияв-
ляють антипроліферативну активність [6]. А команді 
на чолі з Borowiecki вдалось сконструювати молеку-
ли, які виявляють протигрибкову та протипухлинну 
активність [7].

У роботі [8] автори запропонували до поглиблених 
випробувать похідні ксантину, які за результатами до-
кінгових досліджень інгібують фосфодіестеразу 9 
(PDE9A) – перспективний інструмент у кардіології.

Виходячи з вищенаведеного, можна зробити ви-
сновок, що цілеспрямований синтез сполук із прогно-
зованою біологічною дією та створення на їх основі 
нових високоефективних та малотоксичних лікар-
ських засобів є актуальним та перспективним напря-
мом сучасної фармацевтичної науки.

Продовжуючи роботу професора Романенка М. І. з 
пошуку біологічно активних сполук серед заміщених 
ксантину, була розроблена методика синтезу піпери-
дину 7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату та ви-
вчена його біологічна дія. За результатами первинно-
го фармакологічного скринінгу отримана сіль за по-
казником аналгетичної активності значно перевер-
шує диклофенак, а за показником протизапальної дії 
не поступається вищевказаному еталону порівнян-
ня. Подальше впровадження АФІ в практичну фар-
мацію потребує розробки методик їх кількісного ви-
значення. Тому метою даної роботи стала розробка 
методики кількісного визначення піперидину 
7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату в субстанції, 
а також валідація цієї методики згідно з вимогами 
ДФУ.

Матеріали і методи. Об’єкт дослідження – суб-
станція піперидину 7-пропіл-3-метилксантин-8-

ілтіоацетату. Як розчинник було використано воду 
очищену. 

Аналітичне обладнання: спектрофотометр 
Specord 200 (Analytic Jena AG, Німеччина), ваги ла-
бораторні електронні RADWAG XA 210.4Y, баня ульт-
развукова Sonorex Digitec DT100H, мірний посуд кла-
су А.

Дослідження проводили на кафедрі аналітичної 
хімії Запорізького державного медичного університе-
ту.

Методика кількісного визначення піперидину 
7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату в суб-
станції: точну наважку піперидину 7-пропіл-3-
метилксантин-8-ілтіоацетату (0,0420–0,0980 г) пере-
носять у мірну колбу ємністю 100,00 мл, розчиняють 
у воді очищеній та доводять до позначки цим же роз-
чинником, ретельно перемішують. В мірну колбу єм-
ністю 25,00 мл переносять 1,00 мл отриманого роз-
чину та доводять водою очищеною до позначки, ре-
тельно перемішують. Абсорбцію отриманих розчинів 
вимірюють на фоні розчинника при довжині хвилі 
295 нм. Паралельно проводять визначення з 1,00 мл 
0,07 % розчину порівняння піперидину 7-пропіл-3-
метилксантин-8-ілтіоацетату, який готують шляхом 
розчинення точної наважки піперидину 7-пропіл-3-
метилксантин-8-ілтіоацетату у воді очищеній. Вміст 
діючої речовини у відсотках розраховують за форму-
лою:

С%=
A·C0·100.00·25.00

A0·p·1.00·l
 , 

де А – абсорбція розчину, що аналізується;
А0 – абсорбція розчину порівняння;
С0 – концентрація розчину порівняння піперидину 

7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату, що спектро-
фотометрується (0,0028 г у 100,00 мл);

р – наважка субстанції, г;
l – товщина поглинаючого шару, см.
Результати й обговорення. Спектр поглинання 

водного розчину піперидину 7-пропіл-3-
метилксантин-8-ілтіоацетату в УФ-області спектра 
характеризується декількома смугами поглинання. 
Для подальшої розробки методики кількісного визна-
чення даної речовини було обрано смугу, яка спосте-
рігається при 260–340 нм з максимумом світлопогли-
нання при 295 нм (рис. 1). 

Валідація методики 
Будь-яка аналітична методика, що пропонується 

для внесення до будь-якого нормативного докумен-
та, повинна бути валідована. Розроблену спектро-
фотометричну методику кількісного визначення 
піпе ридину 7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату 
бу ло валідовано згідно з вимогамит ДФУ за такими 
валідаційними характеристиками, як лінійність, діа-
пазон застосування, точність, правильність та ро-
басність [9]. 
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Рис. 1. Крива світлопоглинання водного розчину піперидину 7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату в УФ-області 
спектра.

200 250 300 350 400
-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

А

 
 

Лінійність та діапазон застосування
Для дослідження лінійної залежності вивчали 9 то-

чок (по 3 повтори) у межах діапазону застосування 
методики. 

Розрахунок параметрів лінійної залежності y = bx + a 
проводили методом найменших квадратів. Результа-
ти розрахунків – величини b, Sb, a, Sa, Sx,0 (залишкове 
стандартне відхилення), r (коефіцієнт кореляції) на-
ведено в таблиці 1, а отриману в нормалізованих ко-
ординатах пряму – на рисунку 2.

За даними таблиці 1, в даному випадку виконують-
ся усі вимоги до параметрів лінійної залежності, тоб-
то лінійність методики підтверджується у всьому діа-
пазоні концентрацій 60–140 %, що є не меншим від 
мінімально допустимого діапазону застосування ме-
тодики кількісного визначення.

Точність та правильність
Оцінку точності та правильності було проведено, 

використовуючи результати, отримані при дослі-
дженні лінійності. За даними таблиці 2, запропонова-
на методика аналізу характеризується достатньою 
збіжністю та правильністю у всьому діапазоні кон-
центрацій 60–140 %. 

Таблиця 1
Числові показники лінійної залежності

Величина Значення Критерії Висновок

b±(sb) 0,9998±(0,00045) − −
а±(sa) 0,0022±(0,0394) |а|≤∆а=t(95 %;7)·sа=0,07465 Відповідає

sх,0(%) 0,02961 ≤∆As(%)/t(95 %;7)=1,0556 « »

r 1,0000 ≥0,9970 « »

З отриманих результатів аналізу видно, що методи-
ка є точною на рівні збіжності, оскільки однобічний до-
вірчий інтервал не перевищує максимально допусти-
му невизначеність аналізу, і правильною, оскільки 
систематична похибка статистично не відрізняється 
від нуля, тобто істинне значення величини не вихо-
дить за межі встановленого довірчого інтервалу. 

Робасність
Одним з елементів дослідження робасності аналі-

тичної методики є вивчення стабільності досліджува-
ного розчину. 

В АНД не регламентується час, через який прово-
диться вимірювання оптичної густини, тому переві-
ряли її стабільність впродовж 1 години. Для цього ви-
мірювали по три рази з вийманням кювети оптичну 
густину аналізованого розчину одразу після приготу-
вання, через 15 хв, через 30 хв, через 45 хв та 60 хв. 
Зазвичай треба довести, що систематична похиб-
ка δ, що вноситься його нестабільністю, не переви-
щує критичного значення maxδ. Результати пред-
ставлені в таблиці 3.

За даними таблиці 3, ∆t ≤ maxδ, тобто аналізовані 
розчини стабільні не менше 1 год.
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Рис. 2. Графік залежності абсорбції від концентрації піперидину 7-пропіл-3-метилксантин-8-ілтіоацетату в 
нормалізованих координатах. 

Таблиця 2
Визначення правильності та прецизійності кількісного визначення піперидину 7-пропіл-3-метилксантин-8-
ілтіоацетату в субстанції 

Знайдено у % до введеного 
Zi = 100 ∙ (Yi/Xi) %

100,02

99,96

99,95

100,02

100,0

99,97

99,95

99,97

100,0

Середнє, Z, % 99,98

Відносне стандартне відхилення, Sz, % 0,0282

Відносний довірчий інтервал, ∆% = t (95 %, 8) ∙ Sz 0,0525

Критичне значення для відтворюваності результатів ∆% ≤ 0,640

Систематична похибка, δ = |Z - 100| 0,020

Критерій незначущості систематичної погрішності δ ≤ ∆/3 = 0,0175;
якщо не виконується, то δ ≤ 0,32 ∙ В = 0,640

Не виконується
Виконується

Загальний висновок про методику Коректна

Таблиця 3
Стабільність аналізованих розчинів у часі

t, хв 0 15 30 45 60 Середнє RSDt, % ∆t, % maxδ %

o 1,4111 1,3947 1,3960 1,4050 1,4060 1,4107 0,0748 0,159 0,640
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Прогноз повної невизначеності методики
Для підтвердження коректності методики при 

відтворенні її в іншій лабораторії необхідний 
прогноз повної невизначеності методики. Повна 
прогнозована невизначеність методики включає 
невизначеність пробопідготовки та прогнозовану 
невизначеність кінцевої аналітичної операції. У 
випадку спектрофотометрії невизначеність кін-
цевої аналітичної операції становить 0,70 %. Не-
визначеність пробопідготовки включає складові 
невизначеності, пов’язані з конкретною опе-
рацією пробопідготовки (взяття наважки, алікво-
ти малого об’єму, доведення до мітки в мірній 
колбі).

Прогнозована повна невизначеність результатів 
аналізу ∆As = 1,53 % та не перевищує критичного зна-
чення maxΔAs = 2,0 %, тобто результати, отримані за 
даною методикою, будуть коректними при виконанні 
її й у інших лабораторіях.

Висновки. Розроблено спектрофотометричну мето-
дику кількісного визначення піперидину 7-пропіл-3-
метилксантин-8-ілтіоацетату в субстанції, а також дове-
дено, що за такими валідаційними характеристиками, 
як лінійність, діапазон застосування, прецизійність, пра-
вильність та робасність розроблена методика валідна.
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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF PIPERIDINE 7-PROPYL-3-METHYLXANTHINE-8-
YLTHIOACETATE
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The aim of the work. Development and validation of UV spectrophotometric method for the quantitative determination of 
piperidine 7-propyl-3-methylxanthine-8-ylthioacetate.
Materials and Methods. The object of the study is a substance of piperidine 7-propyl-3-methylxanthine-8-ylthioacetate. The 
solvent – purified water. Analytical equipment: Specord 200 spectrophotometer (Analytic Jena AG, Germany), electronic 
laboratory scales (RADWAG XA 210.4Y), the ultrasonic bath (Sonorex Digitec DT100H), measuring utensils (Class A).
Results and Discussion. The band observed at 260–340 nm with a maximum of light absorption at 295 nm was selected 
to develop the method for the quantitative determination of this substance. According to the requirements of the SPU, the 
forecast of complete uncertainty of the methodology was calculated, as well as the validation of the methodology according 
to such validation characteristics as range of application, linearity, precision, accuracy and robustness. The range of 
application of the technique is in the range of 60–140 %. The calculated numerical values of linear dependence indicate 
that the method is linear in the whole range of application methods. The calculated confidence interval does not exceed the 
maximum allowable uncertainty of the analysis, which indicates that the method is accurate at the level of convergence. 
It is proved that the systematic error δ, which is introduced by the instability of the analyzed solution, does not exceed the 
critical value of maxδ, ie the solution remains stable for at least 1 hour.
Conclusion. The UV spectrophotometric method for the quantitative determination of piperidine 7-propyl-3-methylxanthine-
8-ylthioacetate has been developed and validated.

Key words: piperidine 7-propyl-3-methylxanthine-8-ylthioacetate; quantitative determination; UV spectrophotometry; 
validation.
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