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Для ідентифікації рибофлавіну відповідно до вимог ДФУ у розчинах аптечного виготовлення 
запропоновані флуориметричний метод та метод, що ґрунтується на відновленні рибофлавіну 
цинком у середовищі хлористоводневої кислоти. Проведено валідацію та визначено достовірність 
запропонованих методів якісного визначення рибофлавіну на модельних розчинах. 
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ВСТУП 
Важливою ланкою в системі забезпечення 

якості екстемпоральних лікарських засобів є 
контроль якості їх виготовлення, який включає 
в себе якісний та кількісний аналіз. У роботах [З, 
5] наведене обґрунтування можливості викорис
тання методів кількісного визначення рибофла
віну у розчинах аптечного виготовлення згідно 
з вимогами сучасної нормативної документації 
та ДФУ, тому запропонована стаття присвячена 
ідентифікації рибофлавіну. У літературі описа
но безліч методик якісного визначення рибофла
віну, але не всі з них відповідають стандартам та 
нововведенням, передбаченим ДФУ. Також слід 
враховувати можливості проведення аналізу 
в аптечних умовах — обмеженість у сучасних 
приладах, як і на сьогодні широко використову
ються при фармацевтичному аналізі (спектрофо
тометри, хроматографи та ін.). Це значно усклад
нює процес аналізу екстемпоральної рецептури 
з водорозчинними вітамінами в умовах роботи 
аптек. Перед нами було поставлено завдання роз
робки та валідації методик якісного визначення 
рибофлавіну у розчині концентрату та ізотоніч
них очних краплях аптечного виготовлення. 

Виходячи із завдань, як і стоять перед ана
літиком при ідентифікації компонентів в екс
темпоральних лікарських засобах при аналізі 
розчинів рибофлавіну, необхідно підтвердити 
наявність саме досліджуваної речовини. Розчи
ни рибофлавіну, забарвлені у зеленувато-жовтий 
колір, що є характерною ознакою, яка значно 
звужує коло речовин, які необхідно відрізнити 
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за допомогою якісного аналізу. Так, наприклад, 
розчини рибофлавіну за забарвленням можна 
сплутати з розчинами фурациліну або етакри-
дину лактату. Тому у першу чергу нас цікавлять 
випробування, що будуть специфічними саме 
для вітаміну В 2 . Щоб довести можливість ви
користання наведених фармакопейних та аль
тернативних методів для визначення рибофла
віну у внутрішньоаптечній заготовці та очних 
краплях, необхідно провести валідацію методик 
ідентифікації. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
Для проведення досліджень використову

вали субстанцію рибофлавіну, яка відповідає 
вимогам ДФУ та Європейської фармакопеї. Для 
роботи застосовували мірний посуд класу А, ре
активи, які відповідають вимогам ДФУ, аналі
тичні ваги АВ 204 S/A METTLER TOLEDO, рН-
метр PB-11 фірми «Sartorius AG» (Німеччина), 
спектрофотометр «SPECORD 200», спектрофото
метр 46 «Ломо». 

Флуориметричне визначення рибофлавіну 
Розчин рибофлавіну (5 мл) поміщають у мір

ну колбу 50 мл та доводять водою Р до мітки; 5 мл 
одержаного розчину поміщають у пробірку — 
розчин має бліде зелено-жовте забарвлення, 
у відбитому світлі або у світлі УФ-лампи розчин 
виявляє інтенсивну жовто-зелену флуоресцен
цію, що зникає при додаванні мінеральних кис
лот або лугів. 

Контрольний дослід: близько 1 мг субстанції 
розчиняють у 100 мл води Р. Одержаний розчин 
у світлі, що проходить, має бліде зелено-жовте 
забарвлення, у відбитому світлі розчин виявляє 
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інтенсивну жовто-зелену флуоресценцію, що 
зникає при додаванні мінеральних кислот або 
лугів [4]. 

Холостий дослід: 4 мл води Р або 0,9% роз
чину натрію хлориду поміщали у пробірку та 
порівнювали з ефектом контрольного досліду та 
досліду модельних розчинів. 

Відновлення рибофлавіну цинком у середови
щі хлористоводневої кислоти. 

До 1 мл препарату додають 0,5 мл хлористо
водневої кислоти розведеної Р1 та 4-10 мг цин
ку — розчин набуває рожевого забарвлення, 
потім знебарвлюється. З часом розчин знову на
буває жовто-зеленого кольору. 

Контрольний дослід: до 1 мл розчину дода
ють 0,5 мл розведеної хлористоводневої кислоти, 
близько 5-10 мг цинкового пилу або 1-2 гранули 
цинку; з'являється рожеве забарвлення [1]. 

Холостий дослід: дослід відтворювали з 1 мл 
води Р або 0,9% розчину натрію хлориду, по
рівнюючи із забарвленням, що утворюється при 
відтворенні контрольного досліду та досліду на 
модельних розчинах. 

Модельні розчини готували за методиками, 
що описані у [3, 5]. 

Валідацію хімічних методів ідентифікації 
рибофлавіну у розчинах аптечного виготовлення 
проводили за процедурою, описаною у роботі [6]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 
Здатність розчинів рибофлавіну (1) до флуо

ресценції знайшла застосування в аналітичній 
практиці як для ідентифікації за кольором лю-
мінесціючого випромінювання, так і для кіль
кісного аналізу за визначенням інтенсивності 
флуоресценції. 

При додаванні до розчинів рибофлавіну роз
чинів кислоти або лугу флуоресценція розчину 
зникає у результаті утворення катіона (2) або 
аніона (3) рибофлавіну [7], причому зберігають
ся забарвлення та прозорість розчинів (схема 1). 
За допомогою випробування на флуоресценцію 

Схема 1 

підкислених та підлужених розчинів рибофлаві
ну його можна відрізнити від схожих за забарв
ленням сполук, оскільки розчини фурациліну 
не мають флуоресції, а при додаванні до розчи
ну етакридину лактату розчину лугу випадає 
жовтий осад основи етакридину. Отже, дане ви
пробування є досить специфічним, нескладним 
у виконанні і може бути використане для іденти
фікації рибофлавіну в умовах аптеки. 

Важливим критерієм для методик якісного 
визначення є рівень надійності або достовірнос
ті. Для того, щоб підтвердити відтворюваність 
та імовірність виявлення рибофлавіну Р(Ск) за 
даною методикою, були проведені досліди в умо
вах трьох різних лабораторій (різні дні, різні ре
активи, різні аналітики) на модельних розчинах 
рибофлавіну у діапазоні застосування 70-130% 
від прописаної кількості рибофлавіну у пропи
сах. Дослід відтворювався у кожній лаборато
рії по 20 разів (N k = 20), таким чином, сумарна 
кількість спостережень для кожного модельного 
розчину складає 60 (N = 60). Вивчення експери
ментальних даних в умовах трьох лабораторій 
з варіюванням умов реакцій дозволяє зробити 
висновок, які фактори впливають на достовір
ність ідентифікації. Отримувані ефекти у ході 
випробування модельних розчинів порівнювали 
з ефектом контрольного та холостого дослідів. 

Даний дослід полягає у приготуванні роз
чину рибофлавіну з концентрацією 1 • 10 5 г/мл 
і спостереженні забарвлення і флуоресценції 
у відбитому світлі. При додаванні розчинів міне
ральних кислот або лугів флуоресценція зникає. 
У якості мінеральної кислоти використовували 
хлористоводневу кислоту розведену, а лугу — 
натрію гідроксиду розчин розведений. 

При дослідженні модельних розчинів різних 
концентрацій визначали наступні величини: 
n k — число негативних результатів в одній лабо
раторії при свідомій присутності рибофлавіну 
в аліквоті;» — частоту невиявлення в кожній 
серії розчинів при свідомій присутності рибофла
віну; а — середнє значення частоти невиявлення 
у трьох лабораторіях; Р(Ск) = 1 - імовірність 
виявлення рибофлавіну в кожній серії; Р(С\ і— се
реднє значення імовірності виявлення для трьох 
лабораторій; R = Ю0'Р(С,)— достовірність резуль
тату. За n k вважали дослід, у якому не спостері
гався ефект як у контрольному розчині за умови 
свідомої його присутності. Отримані результати 
наведені в табл. 1. 

Отримані експериментальні дані свідчать, що 
дане випробування дозволяє виявити рибофла
він у рамках діапазону застосування (від 0,014 
до 0,026 мг/мл). Дослід проведений у трьох ла
бораторіях і характеризується 100% імовірністю 
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Таблиця 1 
ПЕРЕВІРКА НАЯВНОСТІ ФЛУОРЕСЦЕНЦІЇ РОЗЧИНІВ РИБОФЛАВІНУ 

0,02 % розчин рибофлавіну 

№ 
роз
чину 

Модельний с , 
спостереження 
флуоресценції 

зникнення 
флуоресценції 

після додавання 
кислоти 

зникнення 
флуоресценції 

після додавання 
лугу 

R, 
% 

№ 
роз
чину 

розчин, % мг/мл 

спостереження 
флуоресценції 

зникнення 
флуоресценції 

після додавання 
кислоти 

зникнення 
флуоресценції 

після додавання 
лугу Р(Ск) 

R, 
% 

а Р(С к ) 
R, 
% а Р(С к ) 

R, 
% а Р(С к) 

R, 
% 

1 70 0.014 0 1 0 1 0 1 1 100 
2 85 0.017 0 1 100 0 1 100 0 1 100 1 100 
3 100 0.020 0 1 100 0 1 100 0 1 100 1 100 
4 115 0.023 0 1 100 0 1 100 0 1 100 1 100 
5 130 0.026 0 1 100 0 1 100 0 1 100 1 100 
6 Холостий 0 1 0 100 1 0 100 1 0 100 0 0 
7 Контрольний 0.01 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 100 

виявлення рибофлавіну у розчині концентрату 
та ізотонічному розчині. 

У якості другої реакції ми обрали реакцію 
відновлення рибофлавіну з цинком у хлористо
водневому середовищі. Враховуючи факти утво
рення рожевого забарвлення розчину та ство
рення хлористоводневого кислого середовища, 
в результаті даної реакції спочатку утворюється 
родофлавіну гідрохлорид (4), який у розведеному 
розчині обумовлює рожеве забарвлення розчину 
[2]. При подальшому відновленні рибофлавіну 
утворюється безбарвна сполука — лейкорибо-
флавін (5) (схема 2). Через низку змін забарвлень 
така реакція є специфічною, за її допомогою ри
бофлавін можна відрізнити від інших сполук. 
Натрію хлорид не заважає ідентифікації рибо
флавіну в ізотонічному розчині за допомогою да
ної реакції . 

Як і для попереднього випробування, цю ме
тодику випробовували на модельних розчинах 
рибофлавіну у діапазоні визначення від 70% до 
130% від прописаної кількості у прописах в умо
вах трьох різних лабораторій. Експерименталь
ним шляхом було встановлено, що ефект реакції, 
який спостерігається, залежить від кількості 
цинкового пилу, яку додають у пробірку з роз
чином рибофлавіну, підкисленого хлористовод
невою кислотою. Тому при валідації даної мето
дики суттєвим фактором, що впливає на ефект 
реакції, є кількість цинкового пилу, яку беруть 
для ідентифікації. 

Контрольний дослід проводили з 1 мл 0,02% 
розчину рибофлавіну та ізотонічного 0,02% роз
чину рибофлавіну, використовуючи 10 мг цинко
вого пилу за методикою [1]. Оцінку достовірнос
ті результатів методики біля «межі виявлення» 
проводили за допомогою побудови «кривих ефек
тивності» [8], що відображають залежність імо

вірності виявлення рибофлавіну від кількості 
пилу металевого цинку, яку брали для аналізу; 
результати наведені у табл. 2 та на рисунку. 

При кількості цинкового пилу від 3,8 мг до 
12,2 мг за даною методикою рибофлавін можна 
ідентифікувати у водних розчинах аптечного 
виготовлення з достовірністю 95%. Межами ін
тервалу ненадійності є верхня та нижня гранич
ні концентрації цинкового пилу С 0 д . і С 0 0 5 , для 

Схема 2 
Rib 

Лейкорибофлавін (безбарвний) 

ІНТЕРВАЛ НЕНАДІЙНОСТІ 

частою не виявлення а —•—ймовірн ість виявлений P(CZn) 

Рис. Крива ефективності реакції відновлення 
рибофлавіні/. 
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Таблиця 2 
ЙМОВІРНІСТЬ ВИЯВЛЕННЯ РИБОФЛАВІНУ ЗА РЕАКЦІЄЮ ВІДНОВЛЕННЯ 

№ 
п/п 

Рибо
флавін, 
мт/мл 

m(Zn), 
мг 

лаб.1 
(п) 

лаб.2 
(п) 

лаб.З 
(п) 

Частота невиявлення 
Середнє 

й 

Ймовір
ність 

виявлен
ня, р 

Досто
вірність 

R , % 

№ 
п/п 

Рибо
флавін, 
мт/мл 

m(Zn), 
мг 

лаб.1 
(п) 

лаб.2 
(п) 

лаб.З 
(п) лаб.1 

<Х] 
лаб.2 

0-2 

лаб.З 
а 3 

Середнє 
й 

Ймовір
ність 

виявлен
ня, р 

Досто
вірність 

R , % 

1 

0,2 

4 0 0 0 0 0 0 0 1 100,00 

2 

0,2 

8 0 0 0 0 0 0 0 1 100,00 

3 
0,2 

12 0 1 1 0 0,05 0,05 0,03 0,97 96,67 

4 0,2 16 8 9 6 0,4 0,45 0.3 0,38 0,62 61,67 

5 

0,2 

20 13 15 11 0,65 0,75 0,55 0,65 0,35 35,00 

6 

0,2 

24 19 17 17 0,95 0,85 0,85 0,88 0,12 11,67 

7 

0,2 

28 20 20 20 1 1 1 1 0 0,00 

яких ймовірності виявлення рибофлавіну скла
дають менше 95%. З рисунка можна побачити, 
що для проведення надійної ідентифікації за да
ною методикою з 1 мл досліджуваного розчину 
рибофлавіну кількість цинкового пилу має скла
дати 4-10 мг. При використанні даної кількості 
цинкового пилу у зазначених умовах дана реак
ція дає чіткий ефект і дозволяє з достовірністю 
100% ідентифікувати рибофлавін у розчинах. 

ВИСНОВКИ 
1. Вперше проведено валідацію та визначено 

достовірність хімічних методів ідентифіка
ції рибофлавіну у розчинах аптечного виго
товлення. 

2. Встановлено, що за допомогою наведених 
методів можна ідентифікувати рибофла
він у розчині концентрату та ізотонічному 
0,02% розчині рибофлавіну аптечного виго
товлення відповідно до вимог ДФУ. 
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А.А. Здорик, О.А. Евтифеева, В.В. Прокопец, В.А. Георгиянц 
ИДЕНТИФИКАЦИЯ РИБОФЛАВИНА В РАСТВОРАХ АПТЕЧНОГО 
ПРИГОТОВЛЕНИЯ СОГЛАСНО ТРЕБОВАНИЯМ ДФУ 

Для идентификации рибофлавина в соответствии с требованиями ГФУ в растворах ап
течного приготовления предложен флуориметрический метод и метод, который осно-

~~) ван на восстановлении рибофлавина цинком в среде хлористоводородной кислоты. Про¬
ведена валидация и определена достоверность предложенных методов качественного 
определения рибофлавина на модельных растворах. 
Ключевые слова: фармацевтический анализ; химические методы идентификации; ри
бофлавин; экстемпоральная рецептура 

U D C 615.074:543.061:577.164.12 
| О.А. Zdoryk, О.А. Yevtifeyeva, V.V. Prokopets, V . A . Georgiyants 

THE IDENTIFICATION OF THE R I B O F L A V I N I N P H A R M A C Y M A N U F A C T U R E D 
SOLUTIONS ACCORDING TO THE R E Q U I R E M E N T S OF THE SPU 

The fluorimetric method and method which is based on reduction of the riboflavin by zinc 
in the medium of hydrochloric acid is offered for identification of the riboflavin in solutions 
of pharmacy manufactured preparation in accordance with the requirements of the SPU. 
Validation is carried out and reliability is established for the offered methods of the identi
fication of the riboflavin on the model solutions. 
Key words: the pharmaceutical analysis; chemical methods of identification; riboflavin; 
extemporaneous preparations 
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