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Аналітичний огляд

УДК 615.076

Блажеєвський М.Є., Ковальська О.В.
Національний фармацевтичний університет

Порівняльна характеристика аналітичних методів, придатних для 
кількісного визначення декаметоксину
Оглядова стаття присвячена проблемі вибору аналітичного методу кількісного визначення декаметоксину під час 
проведення медико-біологічних досліджень. У порівняльному аспекті розглянуті переваги та недоліки відомих методик 
визначення четвертинно-амонієвих сполук (ЧАС), придатних для кількісного визначення декаметоксину у лікарських 
засобах та біологічних рідинах.
Зокрема, критично проаналізовані можливості застосування відомих способів ізолювання ЧАС з об’єктів у поєднанні з 
хроматографічними методами визначення або методами екстракційної фотометрії.
Детально розглянуті властивості ЧАС як активних інгібіторів холінестераз (ХЕ) та показана перспективність 
застосування нещодавно описаного в літературі кінетико-спектрофотометричного методу прямого вимірювання 
активності ХЕ для кількісного визначення концентрацій декаметоксину як інгібітора біохімічної реакції у біологічних 
рідинах (інфузійній рідині кишечника і/або плазмі крові).

Ключові слова: четвертинно-амонієві сполуки, декаметоксин, біологічні рідини, визначення, біохімічний метод.

Проблема вибору методу проведення медико-
біологічного дослідження достатньо складна та 
вельми специфічна, хоча, на перший погляд, під-
хід до її розв’язання очевидний, а саме: обира-
ти необхідно такий аналітичний метод, який є 
найбільш придатним за характеристиками або 
представницьким за результатом серед відомих. 
Оскільки декаметоксин, як і інші четвертинно-
амонієві сполуки, є сильним інгібітором холі-
нестераз, до кола відомих методик також нами 
були долучені недавно опрацьовані відомі біо-
хімічні ензимні методики.

Нагадаємо, що холінестерази (ХЕ) — це 
гідролази, які за оптимальних умов каталізу-
ють гідроліз холінових ефірів з більш високою 
швидкістю, ніж нехолінових, та інгібуються при 
низьких концентраціях (10-6 моль/л та нижчих) 
фізостигміну (клас карбаматів, оборотний ін-
гібітор) та фосфорорганічних сполук (ФОС), а 
також деяких алкалоїдів та четвертинних спо-
лук амонію (ЧАС). Існування ензимів ХЕ було 
передбачено Дейлі у 1914 році на підставі ре-
зультатів вивчення ефекту, що має місце при 
уведенні в організм тварин субстрату ацетил-
холіну (АХ). У 1926 році Леві та Навратил по-
казали, що дія АХ на серце жаби пролонгуєть-
ся езерином, що, як вони вважали, обумовле-
но порушенням функції здійснюваного гідро-
лізу АХ за посередництвом ензиму. У 1932 році 
Стедман ізолював з сироватки коней ензим, що 
гідролізував АХ, і назвав його холінестеразою. 
Мендель та Радні (1943 р.) встановили, що кров 
людини містить дві ХЕ: специфічну, локалізова-
ну в еритроцитах крові і названу пізніше аце-
тилхолінестеразою (АХЕ), та неспецифічну, яка 
знаходиться у плазмі, — бутирилхолінестеразу 

(БХЕ). Вважають, що основна роль ХЕ в орга-
нізмі тварин та людини пов’язана з гідролізом 
ацетилхоліну. 

Зокрема, було встановлено, що причиною 
токсичної дії ЧАС є порушення функцій ХЕ. 
Отруєння ЧАС супроводжується пригнічен-
ням каталітичної активності ХЕ. Отже, рівень 
вмісту цього ферменту у крові може бути вико-
ристаний як критерій оцінювання стану тварин 
або людей, які були піддані впливу інгібіторів, 
зокрема ЧАС [1].

Великий інтерес до вимірювання активності 
ХЕ також виявляють хіміки-аналітики, оскіль-
ки цей ензим має виключно високу чутливість 
до ефекторів ензиму, зокрема до ЧАС. Ензим 
фактично виступає як високочутливий індика-
тор процесів, що передують або супроводжують 
власне індикаторну біохімічну реакцію. При ви-
користанні ХЕ для оцінки вмісту антихолінесте-
разних речовин у воді та екстрактах здійснюють 
вимірювання активності певної кількості (для 
даної методики) ензиму до та після його кон-
такту з досліджуваним розчином. При цьому 
аналітичний результат зазвичай виражають у 
вигляді ступеня пригнічення ферменту (у від-
сотках), який являє собою величину, пропор-
ційну зміні активності ензиму за фіксований 
час контакту з інгібітором (ЧАС) [1-3].

Цілком зрозуміло, що вибір методу вимі-
рювання каталітичної активності залежить від 
суб’єктивної оцінки дослідником зручності за-
стосування того чи іншого методу. Перш за все, 
щоб оцінити придатність того чи іншого мето-
ду для вимірювання активності ХЕ, необхідно 
підкреслити, що практично всі основні методи 
були запропоновані саме для клінічних цілей і 
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лише пізніше були трансформовані для вирі-
шення хіміко-аналітичних задач.

Власне прямими методами вимірювання 
активності ХЕ є лише методи, у яких здійсню-
ють вимірювання вмісту субстрату біохімічної 
реакції — ацетилхоліну (або бутирилхоліну) 
у пробі. Всі решта — опосередковані. Запро-
понований раніше одним з авторів цієї статті 
кінетико-спектрофотометричний метод оці-
нювання активності ХЕ [4, 5] виявився най-
більш вдалим (коректним) для здійснення ана-
лізу саме біологічних рідин, якими є інфузійна 
рідина кишечника, а також сироватка плазми 
крові, але  без наявності помітних кількостей 
продуктів гемолізу. Можливість одночасного 
застосування даного методу для кількісного 
визначення концентрацій інгібітора декаме-
токсину в інфузійній рідині кишечника тварин 
на мікрограмовому рівні та оцінки наявності 
аналіту (декаметоксину) у плазмі крові тварин 
є основним аргументом обрання саме його для 
здійснення таких досліджень.

Декаметоксин (ДМ) — похідне четвертинно-
го амонію (ЧАС) — є сильнодіючою лікарською 
речовиною, яка має виражену протимікробну та 
фунгіцидну дію [6]. У практиці фармакологічних 
лабораторій існує завдання аналітичного визна-
чення ДМ як у мікроконцентраціях (контроль 
міграції речовини в живому організмі), так і в 
макроконцентраціях (контроль вмісту активної 
речовини в різних лікарських формах).

У лікарських, антисептичних та дезінфек-
ційних засобах одним з основних доступних 
методів кількісного визначення ЧАС залиша-
ється фотометричний метод, хоча він має дещо 
обмежене застосування через відносно низьку 
чутливість та вибірковість [7].

Висока біологічна активність ДМ, а відтак 
можливість його застосування у малих дозах, а 
також порівняно висока токсичність (сильний 
інгібітор ферменту холінестерази) і адсорбцій-
на здатність вимагають удосконалення методик 
здійснення пробопідготовки та вивчення опти-
мальних умов його визначення у різноманітних 
біологічних рідинах.

Мабуть, найпоширенішим методом ви-
значення мікрограмових кількостей багатьох 
біологічно-активних речовин є метод високое-
фективної рідинної хроматографії (ВЕРХ). Де-
тальні дослідження хроматографічної поведінки 
ЧАС у тонких шарах сорбенту засвідчили, що 
кількісне визначення ЧАС, до яких належить 
ДМ, неможливе внаслідок значної їх взаємодії 
із сорбентом [8].

Очевидно, що визначення можливе інши-
ми сучасними видами йон-парної, а, мабуть, 

краще міцелярної хроматографії [9]. Так, йон-
парна хроматографія на силікагелі заснована 
на утворенні йонних пар ЧАС з протийоном, 
а відтак на розподілі аналіту між рухомою рід-
кою фазою (РРФ) та сорбентом [9]. Однак до 
теперішнього часу такі дослідження стосовно 
ДМ не проводилися, а спроби визначення його 
зазначеними способами невідомі.

Однозначно, що при визначенні мікрограмо-
вих кількостей ЧАС під час фармако-кінетичних 
досліджень необхідно попередньо ізолювати ці 
речовини. Завдяки особливостям будови даних 
речовин їх не вдається виділити з об’єктів зви-
чайними методами (екстракцією органічним 
розчинником, що не змішується з водою). Ана-
ліз органічних речовин включає стадії пробо-
підготовки (ізолювання, очищення екстракту 
від заважаючих речовин, концентрування), 
уведення очищеного екстракту в аналітичну 
систему, розділення, а потім кількісне визна-
чення аналіту. Загальними способами екстрак-
ції ЧАС є екстракція органічними розчинника-
ми йонних пар ЧАС − протийон, твердофазова 
екстракція, електрофорез, ТШХ-вилучення, а 
також пряме уведення у ВЕРХ-систему [10]. Од-
нак при вирішенні питання здійснення аналі-
зу таким чином, дослідники стикаються з пев-
ними труднощами. Дещо більш чутливі мето-
дики екстракційно-спектрофотометричного 
визначення ЧАС, які засновані на екстракції 
асоціатів ЧАС з барвниками, довготривалі, ви-
магають великої витрати реагентів, зокрема 
токсичних, таких як хлороформ (екстрагент), 
і супроводжуються втратами аналізованої спо-
луки. Так, відомі методики хроматографічного 
визначення прозерину у поєднанні з ВЕРХ ви-
різняються високою чутливістю, але низькою 
вибірковістю стосовно визначуваної сполуки, 
вимагають високого ступеня очищення екст-
рак ту. У описаних методиках визначення про-
зерину з використанням газової хроматографії, 
де використовується йон-парна екстракція, на 
хроматограмах з’являються неідентифіковані 
піки, які відповідають компонентам біологічних 
рідин, що утруднює аналіз аж до унеможлив-
лення його виконання в принципі [11].

Останнім часом для визначення низьких 
концентрацій ЧАС широко застосовуються 
методи твердофазового концентрування з по-
дальшим спектрофотометричним визначенням, 
що дозволяє суттєво підвищити чутливість та 
вибірковість визначення ЧАС у різноманітних 
складних об’єктах [12]. Проте ці методики ско-
ріше придатні для експресного тестового ви-
значення у водних розчинах.

Рекомендовані до застосування прості у вико-
нанні фотометричні методики визначення ЧАС 
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у лікарських препаратах, засновані на утворен-
ні комплексних сполук (або йонних асоціатів). 
Принцип полягає у тому, що ЧАС нейтралізує 
заряд реагенту; утворена нерозчинна сполука 
(асоціат) екстрагується органічним розчинни-
ком. Оптична густина розчину або екстракту 
пропорційна концентрації ЧАС. Застосування 
гібридних методів, що поєднують екстракцій-
ний розподіл із подальшим виконанням аналі-
зу інструментальним фізико-хімічним мето-
дом, дозволяє істотно підвищити чутливість та 
точність кількісного визначення різних ЧАС. 
Однак екстракції притаманна низка недоліків, 
основні з них полягають у застосуванні поже-
жонебезпечних і токсичних органічних роз-
чинників, а також у відносно низькій точності 
визначення.

Запропоновано безекстракційний фотоме-
тричний метод визначення ЧАС, однак він ха-
рактеризується відносно низькою вибірковіс-
тю та малою чутливістю [13].

У науковій літературі описані методики фо-
тометричного визначення катіонних ПАР (ЧАС) 
[14], які засновані на реакціях ЧАС з азобарв-
ником жовтогарячим ІІ (рН 2-8) або пікрино-
вою кислотою, екстрагуванні хлороформом 
або дихлоретаном відповідно з подальшим ви-
мірюванням світлопоглинання розчину. Ана-
ліз виконують методом градуювального графі-
ка. Однак розчини жовтогарячого ІІ нестійкі, а 
використання хлороформу або дихлор етану, 
а також пікринової кислоти створює шкідли-
ві умови праці.

Заслуговує на увагу методика фотометрич-
ного визначення мікрограмових кількостей 
ДМ (сн = 0.3 мкг/мл) з 3’,6’-дихлор-2,4,5,7-
тетрайод флуоресценом (бенгальський ро-
жевий А) за наявності етанолу при рН 2.5-4. 
Недолік — недостатня стійкість бенгальсько-
го рожевого А [15]. Показано можливість 
екстракційно-фотометричного визначення від 
100 до 500 мкг/мл (свих. = 1×10-4 моль/л) ДМ з 
1×10-3 моль/л розчином галіону ІРЕА за сполу-
кою інтенсивно-синього кольору (λмакс = 582 нм), 
яку дворазово екстрагують ізобутиловим (або 
ізоаміловим, бензиловим) спиртом, хлорофор-
мом або метилетилкетоном у присутності на-
трію гідрогенфосфату (рН 2-12). Ступінь ви-
лучення досягає 95 %. Відносна похибка не пе-
ревищує 2.4 % [16].

Найбільшого поширення для визначення 
ДМ у лікарських засобах набула екстракційно-
спектрофотометрична методика з використан-
ням еозину Н [17]. Проте для визначення ДМ у 
біологічних рідинах вона непридатна через не-
достатню чутливість та вибірковість, а також 

порівняно низьку точність при відносно малих 
концентраціях ДМ.

У Табл. 1 представлені порівняльні дані метро-
логічних характеристик двох методик кількісно-
го визначення ДМ у модельних сумішах 0.02 % 
очних крапель, отримані методом фотометрії 
з використанням барвника еозину Н авторами 
статті [17] та кінетико-спектрофотометричним 
методом за ефектом інгібування холін естерази 
(див. [19, 20]). Як видно з Табл. 1, відома мето-
дика фотометричного визначення ДМ з вико-
ристанням еозину Н не дозволяє отримувати 
правильні результати, оскільки δ > RSD. З ме-
тою з’ясування причини виникнення система-
тичної помилки нами була теоретично розра-
хована невизначеність згідно з ДФУ. Отримані 
результати наведені в Табл. 2.

Як видно з розрахунків, мінімальна неви-
значеність фотометричної методики визна-
чення ДМ у модельному розчині 0.2 мг/мл мо-
же становити 1.9 % (максимально припустиме 
для даного розчину значення — 3.2 %). Дещо 
вищі значення отриманих помилок в експери-
менті свідчать про похибки невідомого харак-
теру, які властиві власне даному способу ви-
конання аналізу.

Кінетико-спектрофотометричний ензимний 
метод дозволяє визначати нанограмові кількос-
ті ДМ (градуювальний графік tg α = 8 с + 1.33 
(r = 0.99), де c — концентрація у нг/мл, у ме жах 
від 2 нг до 10 нг до 1 мл). Концентрація сн = 2 нг 
до мл кінцевого об’єму (відповідає 20 % ступе-
ню інгібування холінестерази) [18]. У випад-
ку вищих концентрацій ДМ випробовуваний 
розчин проби розбавляють у певну кількість 
разів і здійснюють аналіз, як завжди, у межах 
лінійності зазначеної градуювальної залежнос-
ті (І (ст. інг.), % = 9.1 с, де с — концентрація у 
нг/мл; r = 0.99) [19]. Можливість розбавлення 
розчину проби дозволяє уникати заважаючого 
впливу основи, що є додатковою перевагою об-
раного способу під час здійснення визначення 
ДМ у різноманітних об’єктах, зокрема у біоло-
гічних рідинах.

З метою стандартизації процедури здійснення 
аналізу (зменшення впливу компонентів інфу-
зійного розчину) був використаний метод доба-
вок, який дозволив забезпечити однакові умови 
для фотометрування досліджуваного розчину 
та розчину з добавкою відомої кількості ДМ, 
який виконував роль внутрішнього стандарту. 
Оскільки метод вимагав дотримання лінійності 
залежності аналітичного сигналу від концентра-
ції, був вивчений характер залежності ступеня 
інгібування аналітичної реакції від концентра-
ції ДМ у цих розчинах: без добавки та з добав-
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ками, а саме добавкою 1 та добавкою 2. Кіль-
кість добавок було обрано таким чином, щоб 
різниця оптичних густин за певний час, а відтак 
тангенсів кутів нахилу, була статистично значу-
щою — умова застосування методу добавок, — 
а сумарна концентрація ДМ у фотометрованих 
розчинах знаходилася у межах достовірності їх 
визначення (градуювального графіка) [20]. Крім 
того, у спеціально проведених дослідах межі за-
стосування методики були досліджені на серії 
модельних розчинів з різною концентрацією 
сироватки плазми крові (досліди іn vitro). Аналіз 
отриманих результатів засвідчив, що відносне 
стандартне відхилення не перевищувало до-
пустимого значення. Оскільки δ < RSD, то ре-
зультати аналізу модельних розчинів вважали 
правильними. Опрацьована методика успішно 
була використана для вивчення процесу всмок-

тування декаметоксину (препарат «Декасан») 
в умовах шлунково-кишкового тракту тварин 
[20]. Отже, вибір серед відомих методик висо-
кочутливого та достатньо вибіркового кінетико-
спектрофотометричного (біохімічного) методу 
визначення ДМ у широкому концентраційному 
діапазоні виявився правильний. За чутливістю 
та вибірковістю він переважав усі розглянуті 
вище фотометричні методи.

Висновок

У порівняльному аспекті критично розгля-
нуто недоліки та переваги відомих методів кіль-
кісного визначення ЧАС, зокрема декаметок-
сину, у лікарських засобах та біологічних ріди-
нах. Показано перспективність застосування 
біохімічного ензимного методу для визначен-
ня декаметоксину під час здійснення медико-
біологічних досліджень.

Таблиця 1

Метрологічні характеристики результатів визначення декаметоксину в модельних розчинах 

фотометричним методом з еозином H та кінетико-спектрофотометричним ензимним методом

Модельна суміш очних крапель
Вміст декаметоксину, мг у 100 мл 

водного розчину
Метрологічні xарактеристики

Фотометричний метод з еозином Н (n = 4; P = 0.95)

Очні краплі 0.2 мг/мл
(0.9 % NaCl)

20 мг

(  ± Δx) = 21.71 ± 0.76
RSD = 2.19 %
ε = 3.5 %
δ = 8.5 %

Кінетико-спектрофотометричний ензимний метод (n = 5; P = 0.95)

Очні краплі 0.2 мг/мл
(0.9 % NaCl)

20 мг

(  ± Δx) = 19.95 ± 0.61
RSD = 2.48 %
ε = 3.1 %
δ = -0.25 %

Примітка. Δ = (x – μ) × 100%/μ, де μ — дійсний вміст.

Таблиця 2

Результати розрахунку невизначеності при здійсненні аналізу модельних сумішей очних крапель 

декаметоксину 0.02 % відомим методом фотометрії

Операція пробопідготовки
Параметр формули

 розрахунку

Невизначеність 

(ДФУ)

Розчин порівняння

1. Зважування 0.05 г субстанції (РСЗ) ДМ m0
(0.2 г до 50 мл)
100 % – 0.4 %

2. Доведення об’єму в мірній колбі на 500 мл 500.00 0.07 %
3. Взяття об’єму 0.5 мл отриманого розчину 0.5 1.0 %
4. Взяття об’єму 1.0 мл розчину еозину Н 1.0 0.6 %
5. Доведення об’єму розчину в мірній колбі на 25 мл 25.0 0.23 %
Випробовуваний розчин
1. Взяття об’єму 0.5 мл модельного розчину 0.5 1.0 %
2. Взяття об’єму 1.0 мл розчину еозину Н 1.0 0.6 %
3. Доведення об’єму в мірній колбі на 25 мл 25.0 0.23 %

2 2 2 2 2 2 2 20.4 0.07 1.0 0.6 0.23 1.0 0.6 0.23 1.73 %spΔ = + + + + + + + =
2 21.73 0.7 1.9 %.AsΔ = + =
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Comparative characteristics of the analytical methods 

which are suitable for quantitative determination 

decamethoxinе

The review article is devoted to the choice of the analyti-
cal methods of the quantitative determination decametoxine in 
during biomedical research. In comparative aspect discussed 
advantages and disadvantages of the known analytical meth-
ods of quantification of quaternary ammonium compounds 
(QAC), in particular decamethoxinum in medicines and bio-
logical fluids.

In particular, critically has been analyzed of the possibil-
ity of use of the known methods of isolation the QAC from 
the objects with their subsequent determination of chromato-
graphic techniques.

A detailed analysis of the properties of QAC as a cholinest-
erase inhibitor and shows the prospect of application describing 
the kinetics of the newly-spectrophotometric method for direct 
measurement of cholinesterase activity to quantify the deca-
metoxine as an inhibitor of biochemical reactions in biological 
fluids (intestinal fluid infusion and/or blood plasma).

Keywords: quaternary ammonium compounds, decame-
thoxine, the biological fluid, determination, the biochemi-
cal method.
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Национальный фармацевтический университет

Сравнительная характеристика аналитических 

методов, пригодных для количественного определения 

декаметоксина

Обзорная статья посвящена проблеме выбора аналити-
ческого метода осуществления количественного определе-
ния декаметоксина при проведении медико-биологических 
исследований. В сравнительном аспекте рассмотрены пре-
имущества и недостатки известных методик определения 
четвертично-аммониевых соединений (ЧАС), пригодных 
для осуществления количественного определения дека-
метоксина в лекарственных средствах и биологических 
жидкостях.

В частности, критически проанализированы возмож-
ности применения известных способов изолирования ЧАС 
из исследуемых объектов с последующим их определени-
ем хроматографическими методами.

Детально рассмотрены свойства ЧАС как ингибито-
ров холинэстераз (ХЭ) и показана перспективность при-
менения недавно описанного в литературе кинетико-
спектрофотометрического метода прямого измерения 
активности ХЭ для количественного определения декаме-
токсина как ингибитора биохимической реакции в биоло-
гических жидкостях (инфузионной жидкости кишечника 
и/или плазмы крови).


