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У зв'язку з переходом вітчизняної фармацевтичної промисловості до стандартів GMP виникла 
необхідність розробки нових методів визначення ліполітичної активності вітчизняних ферментних 
препаратів, які б відповідали Європейській фармакопеї. Запропонований метод визначення ліпо­
літичної активності препарату "Панкреатин", що полягає в безупинному титруванні середовища 
ліполітичної реакції з підтримкою певного значення рН за допомогою потенціометра. Метод 
характеризується відтворюваністю та точністю, а також універсальністю та простотою виконання. 

У 1996 році Україна заде­
кларувала наміри перехо­

ду вітчизняної фармацевтичної про­
мисловості до стандартів G M P 
(ISO 9000 та E N 45000) [5]. У 
зв'язку з цим виникла необхід­
ність розробки нових методів виз­
начення ліполітичної активності 
вітчизняних ферментних препа­
ратів, які б відповідали Європей­
ській фармакопеї (ЄФ) [13]. На­
самперед це стосується препара­
тів панкреатину, для яких у тепе­
рішній час відсутні методики виз­
начення ліполітичної активності, 
хоча згідно з ЄФ таке випробу­
вання є обов'язковим для даних 
препаратів [6]. 

У вітчизняній фармацевтичній 
галузі для визначення ліполітич­
ної активності препаратів (напри­
клад, нігедази [2]) (слід зазначи­
ти, що фармакопейного методу 
визначення ліполітичної активно­
сті для панкреатину не існує) в 
нашій країні використовується ме­
тод прямого алкаліметричного тит­
рування жирних кислот, які утво­
рилися в результаті фермента­
тивної реакції протягом певного 
часу за стандартних умов. Існую­
чий метод при певній акуратності 
проведення має порівняно високу 
точність та відтворюваність, але 
й ряд істотних недоліків. Це ви­

магає високої точності приготу­
вання та титрування дослідів (вра­
ховуючи результати трьох дослі­
дів); дослідження триває протя­
гом дуже довгого часу — (з при­
готуванням реактивів та інкубу­
ванням близько 3 годин). Спосіб 
вимагає великої кількості лабора­
торного посуду. В цілому метод 
трудомісткий, не експресний, в 
певній мірі архаїчний, він не врахо­
вує різницю онкотичної буферної 
ємкості визначаємих препаратів, 
що може привести до помилково­
го визначення їх активності. 

В цілому існує велика кіль­
кість різноманітних методів, за­
пропонованих для визначення лі­
політичної активності. Це мето­
ди, засновані на використанні хро­
могенних субстратів або субстра­
тів, продукти розкладу яких виз­
начають за допомогою фотоелект-
роколориметра [16], спектрофо­
тометра [6, 7, 8, 9, 10], або флу­
оресцентних субстратів [15]; ме­
тоди, засновані на використанні 
специфічних систем для прове­
дення ферментативної реакції [11]; 
імуноферментні методи [12]; ме­
тоди з використанням моношару 
субстрату [14] та ін. Але застосу­
вання цих методів у практиці фар­
мацевтичного аналізу досить сум­
нівне, т.я. більшість з них вима­

гає застосування специфічного об­
ладнання та реактивів або не за­
безпечує потрібну швидкість та 
одночасно точність і відтворюва­
ність результатів. 

В зв'язку з цим метою даної 
роботи є розробка методу визна­
чення ліполітичної активності пре­
парату "Панкреатин". 

Матеріали та методи 

Для приготування субстрату 
суміш з 16 мл маслинової олії, 
14 мл розчину полівінілового спир­
ту та 0,15 мл твіну-80 перемі­
шують у мішалці при 1000 о б / х в 
протягом 10 хв. Для готування 
субстрату 7 мл отриманої емуль­
сії розводять водою очищеною до 
100 мл. Перед використанням його 
термостатують при 37°С не мен­
ше 10 хвилин до стабілізації тем­
ператури. 

Для приготування суспензії пан­
креатину в охолоджену до 4±3°С 
ступку вносять відповідну наваж­
ку панкреатину і додають 1 мл 
0,1 М трис-буфера із рН=7,4-9,0 
і температурою не вище 4±3°С. 
Розтирають до одержання сус­
пензії. Кількісно переносять у мір­
ну колбу на 50,00 мл і доводять 
охолодженою до 4±3°С водою очи­
щеною до мітки. Розчин збері­
гають при температурі не вище 
4°С. Розчин стандарту фермент­
ного препарату готують анало­
гічно. П . С . Я н ч е н к о — асп ірант кафедри фармакогноз і ї Національної фарма­

цевтичної академі ї Укра їни (м . Харків) 
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Таблиця 1 
Визначення ліполітичної активності панкреатину для обчислення статистичних 

характеристик при часі дослідження 5 хв. та 5 дослідах 

№ 
п /п 

Д о с л і д Контроль 
Визначена актив ­

ність, УЛО 
№ 

п /п о б ' є м титранту, мл швидк ість витрати 
титранту , Удосл, мл /хв 

о б ' є м титранту, мл швидк ість витрати 
титранту , V C T , мл /хв 

Визначена актив ­
ність, УЛО 

1 0 ,50 0 ,100 0,51 0 ,102 980 ,4 

2 0 ,49 0 ,098 0,48 0 ,096 1020,8 

3 0 ,49 0 ,098 0,50 0 ,100 980 ,0 

4 0 ,48 0 ,096 0,50 0 ,100 960 ,0 

5 0 ,52 0 ,104 0,50 0 ,100 1040,0 

Таблиця 2 
Визначення ліполітичної активності панкреатину для обчислення статистичних 

характеристик при часі дослідження 10 хв. та 3 дослідах 

№ 
п/п 

Д о с л і д Контроль 
Визначена актив ­

ність, У Л О 
№ 
п/п о б ' є м титранту, мл 

швидк ість витрати 
титранту, Удосл, мл/хв 

о б ' є м титранту, мл 
швидк ість витрати 

титранту, VCT, мл / хв 

Визначена актив ­
ність, У Л О 

1 1,10 0 ,110 1,06 0 ,106 1037,7 

2 1,07 0 ,107 1,09 0 ,109 981 ,7 

3 1,06 0 ,106 1,08 0,108 981 ,5 

Для проведення досліду необ­
хідна склянка для титрування об'є­
мом не менше 50 мл, потенціо­
метр з електронною шкалою рН 
з ціною не менш 0,02 або широ-
кошкальний аналоговий з магніт­
ною мішалкою та з можливістю 
підтримки температури реакцій­
ного середовища 37±1°С, з кало­
мельними електродами. Мікробю-
ретка з ціною розподілу не біль­
ше 0,01 мл. 

Визначення. У склянку для ви­
значення вносять 30 мл субстра­
ту — емульсії маслинової олії, 
яка має температуру 37±ГС, і 
доводять рН середовища до зна­
чення 9,2, додаючи 0,1 н розчин 
натрію гідроксиду при постійно­
му перемішуванні. Потім додають 
аліквоту 1,0 мл суспензії панкре­
атину (перед додаванням суспен­
зію ретельно збовтують) і вичіку­

ють протягом години, за яку рН 
реакційного середовища досягне 
значення 9,0. Потім вмикають хро­
нометр і додають з мікробюретки 
0,1 н розчин натрію гідроксиду 
так, щоб показник рН реакцій­
ного середовища підтримувався 
на значенні 9,0. Фіксують об'єм 
розчину натрію гідроксиду 0,1 н, 
витраченого за певний час (5¬
10 хв). Розраховують швидкість 
витрати розчину натрію гідрокси­
ду Удосл. у мл/хв . 

Аналогічно визначають швид­
кість витрати розчину натрію гід­
роксиду для досліду зі стандарт­
ним препаратом (з відомою ак­
тивністю) VCT-

Результати та їх 
обговорення 

Метод, розроблений на основі 
методу рН-статування [1], поля­

гає в підтримці певного значення 
рН в системі фермент — суб­
страт протягом певного часу та 
порівняння значення швидкостей 
ферментативної реакції (пропор­
ційних швидкості витрачання тит­
ранту) у досліджуваній та стан­
дартній пробах. 

Основні метрологічні характе­
ристики розробленого методу бу­
ли досліджені на препараті "Пан­
креатин", що відповідав вимогам 
НТД [4]. 

Нами запропонований наступ­
ний розрахунок ліполітичної ак­
тивності панкреатину. Активність 
препарату розраховується за фор­
мулою: 

т ст хА 
ст тдосл 

СТ 

де: Удосл — швидкість витрати 
розчину натрію гідроксиду в до-

Таблиця З 
Метрологічні характеристики методу визначення ліполітичної активності 

при різному часі вимірювання та різній кількості дослідів 

Ш и ф р * ц, УЛО f Хсер S 2 • 1 ДХ Е, % їрозр 5 

5 / 5 1000 4 996 ,2 1104,6 33,2 
9 5 % 

2,78 18,5 1,9 0,6 0 

1 0 / 3 1000 2 1000 ,3 1051,8 32 ,4 
9 5 % 

4 ,30 27,9 2,8 0 ,04 0 

* Ш и ф р означає час одного досл іду та кількість дослід ів в ідповідно. 
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СЛІДІ з вивчаємим препаратом, 
м л / хв; 

VCT — швидкість витрати роз­
чину натрію гідроксиду в досліді зі 
стандартною субстанцією, мл/хв; 

гпдосл — маса наважки дослід­
жуваного препарату, г; 

глет — маса наважки стан­
дартного препарату, г; 

ACT — активність стандартно­
го препарату, ЛО. 

Активність препарату розра­
ховують, використовуючи серед­
нє з трьох незалежних визначень 
досліджуваного і стандартного зраз­
ків. 

Для розробленого методу ми 
провели статистичний аналіз за 
методикою ДФ XI [4]. Час, про­
тягом якого вимірювали витрати 
титранту, становив у першому 
досліді 5 хв. і у другому досліді 
— 10 хв. Отримані дані наведені 
у табл. 1 та 2 відповідно. 

При статистичній обробці да- ділити одну з модифікацій як 
відтворювану). 

:м чином, розроблений ме-
має відносну похибку не біль-

при проведенні 5 визна-
•поб хвилин та не більше 3% 

Ййроведенні 3 вимірів по 10 
' л :н, не має систематичної по-

них вибірок отримані наступнуJ^J 
результати, представлені в табл. § ї п 3 щ 

Значення розрахованого кри­
терію Ст'юдента tP03p<tp,f свід­
чить про відсутність з імовірністю--' 
Р у методу систематичної помил*; 

ки d. Значення е — відноснфїЗ 
похибка методу достатньо малі. 'О? Змилки. Метод не потребує спе-

Для порівняння відтворювано-.; гЦифічного обладнання, досить про­
сті методу в залежності від кіль- /СТИЙ у виконанні, може бути лег­
кості визначень та часу вимірю-"* "ко адаптований для багатьох лі-
вання розраховували критерій Фі-'Лїйолітичних ферментів. 

„ ВИСНОВКИ 
1. Розроблений метод визна­

чення ліполітичної активності пре­
парату "Панкреатин", який поля-

шера F за формулою: 

1104,6 9 2 

1051,6 
= 1,05 

Табличне значення F (Р, f l , 
f2) з Р=99% дорівнює 99,30. Так 
як F<F (Р, f i , f2), ми можемо 
зробити висновок про однакову 
відтворюваність методу в даних 

гае в безперервному титруванні 
середовища ліполітичної реакції з 
підтримкою певного значення рН 
за допомогою потенціометра. 

2. Відносна похибка визначення 
ліполітичної активності за розроб-

варіаціях (дані не дозволяють ви- леним методом не перевищує 2%. 
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