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ОРГАНИЗАЦИЯ ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОГО ДЕЛА

Резюме.

Валидация аналитической методики проводится с целью экспериментального доказательства пригодности мето-

дики для решения предполагаемой задачи. Валидации подлежат методики количественного определения, в том 

числе методики определения примесей и методики определения предела содержания. При валидации методик 

количественного определения активных фармацевтических субстанций и других компонентов ЛС применяют 

одинаковые валидационные характеристики. При валидации проводится оценка аналитической методики по сле-

дующим характеристикам: специфичности, пределу обнаружения, пределу количественного определения, анали-

тической области, линейности, правильности, прецизионности, устойчивости. Выбор характеристики зависит от 

типа методики.

Целью исследования являлась адаптация и валидация методик количественного определения бриллиантового зе-

лёного в антисептических лекарственных средствах «Витасепт-СКЗ» и «Витасепт-СКЗ-А» и йода кристалличе-

ского в «Витасепт-СКИ». 

Объекты исследований – ЛС на основе спирта этилового с бриллиантовым зелёным («Витасепт-СКЗ», «Витасепт-

СКЗ-А»), йодом кристаллическим («Витасепт-СКИ») для профилактической антисептики. 

Предмет исследования – методики количественного определения в ЛС бриллиантового зелёного («Витасепт-

СКЗ», «Витасепт-СКЗ-А») и йода кристаллического («Витасепт-СКИ») методом титрования.

Валидацию проводили в соответствии с ТКП 432-2012 (02041) «Производство лекарственных средств. Валида-

ция методик испытаний» и ТКП 438-2012 (02041) «Производство лекарственных средств. Применение статисти-

ческих методов валидации».

Адаптированы и валидированы методики количественного определения бриллиантового зелёного в антисептиче-

ских ЛС «Витасепт-СКЗ» и «Витасепт-СКЗ-А» и йода кристаллического в антисептическом ЛС «Витасепт-СКИ» 

методом титрования по показателям специфичности, линейности, сходимости, внутрилабораторной прецизион-

ности, правильности и диапазону определяемых содержаний.

Ключевые слова: валидация, титрование, йодометрия, Витасепт-СКЗ, Витасепт-СКИ, Витасепт-СКЗ-А, брил-

лиантовый зеленый, йод кристаллический.

Abstract.

The validation of the analytical methodology is carried out with the aim to prove experimentally the suitability of the 

methods for solving the proposed problem. Quantitative determination methods, including impurity determination ones 
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Качество является важнейшей составляю-

щей наряду с безопасностью и эффективностью 

в характеристике лекарственного средства (да-

лее ЛС). Для достижения качества ЛС должны 

выдерживать установленные для них требова-

ния, изложенные в нормативной документации. 

Одним из показателей качества ЛС является со-

держание активных фармацевтических субстан-

ций. Содержание активных фармацевтических 

субстанций и других компонентов определяется 

различными аналитическими методами. Все ме-

тодики количественного определения должны 

проходить процедуру валидации [1-4].

При валидации методик количественного 

определения активных фармацевтических суб-

станций и других компонентов ЛС применяют 

одинаковые валидационные характеристики. 

Методику количественного определения валиди-

руют по таким показателям, как правильность, 

прецизионность, внутрилабораторная прецизи-

онность, cпецифичность, линейность, диапазон 

применения [3-5].

Для определения бриллиантового зеленого 

и йода кристаллического в водных и неводных 

растворителях применяют титриметрический 

метод количественного определения. Широко ис-

пользуется йодометрия, которая представляет со-

бой метод количественного химического анализа, 

в основе которого лежат окислительно-восстано-

вительные свойства йода. По сравнению с дру-

гими титриметрическими методами йодометрия 

отличается высокой степенью точности и надеж-

ности полученных данных. Кроме того, йод хо-

рошо растворяется в неводных растворителях, в 

частности в спирте этиловом [6-9].

Целью исследования являлась адаптация 

и валидация методик количественного опреде-

ления бриллиантового зеленого в антисептиче-

ских лекарственных средствах «Витасепт-СКЗ» 

и «Витасепт-СКЗ-А» и йода кристаллического в 

«Витасепт-СКИ». 

Материал и методы

Объекты исследований – ЛС на осно-

ве спирта этилового марки «Люкс» производ-

ства ОАО «Бобруйский завод биотехнологий» 

с бриллиантовым зелёным («Витасепт-СКЗ», 

«Витасепт-СКЗ-А»), йодом кристаллическим 

(«Витасепт-СКИ») для профилактической анти-

септики. Предмет исследования – методики коли-

чественного определения в ЛС бриллиантового 

зеленого («Витасепт-СКЗ», «Витасепт-СКЗ-А») 

и йода кристаллического («Витасепт-СКИ») ме-

тодом титрования. 

В работе использовали следующее обору-

дование: бюретки для титрования, колбы для ти-

трования, химические реактивы (серная кислота 

16,0%, 0,05 M йод, 0,01 М натрия тиосульфат).

Методика количественного определения 

бриллиантового зеленого: 6,0 мл ЛС помещают 

в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибав-

and those used for determining the content limit are subject to validation. When validating the methods for quantitative 

determination of active pharmaceutical substances and other components of drugs, the same validation characteristics are 

used. During validation, the analytical methodology is evaluated according to the following characteristics: specificity, 

detection limit, limit of quantification, analytical domain, linearity, correctness, precision, stability. The characteristics 

choice depends on the technique type.

The aim of the study was the adaptation and validation of quantitative determination methods of brilliant green in the 

antiseptic drugs «Vitasept-SKZ» and «Vitasept-SKZ-A» and crystalline iodine in «Vitasept-SKI».

Drugs based on ethyl alcohol with brilliant green («Vitasept-SKZ», «Vitasept-SKZ-A»), crystalline iodine («Vitasept-

SKI») used for prophylactic antisepsis served as an object of research.

The subject of the study was the methods for quantitative determination of brilliant green («Vitasept-SKZ», «Vitasept-

SKZ-A») and crystalline iodine («Vitasept-SKI») in drugs by means of titration.

Validation was carried out in accordance with TKP 432-2012 (02041) «Production of medicines. Validation of test 

methods» and TKP 438-2012 (02041) «Production of medicines. Application of statistical validation methods». 

The techniques for quantitative determination of brilliant green in «Vitasept-SKZ» and «Vitasept-SKZ-A» and crystalline 

iodine in «Vitasept-SKI» antiseptic medicinal agents with the help of titration method according to the indices of 

specificity, linearity, convergence, intralaboratory precision, correctness and range of defined contents have been adapted 

and validated.

Key words: validation, titration, iodometry, Vitasept-SKZ, Vitasept-SKI, Vitasept-SKZ-A, brilliant green, crystalline iodine.
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ляют 10 мл серной кислоты разведенной P 16%, 

25,0 мл 0,01 М раствора йода, взбалтывают, до-

водят объем раствора водой очищенной P до мет-

ки, перемешивают и отстаивают на протяжении 

10 мин. Полученный раствор быстро фильтруют 

через вату, отбрасывая первые 15 мл фильтрата. 

50,0 мл полученного фильтрата титруют 0,01 М 

раствором натрия тиосульфата (индикатор – 0,5 

мл раствора крахмала) до обесцвечивания рас-

твора. Параллельно проводят контрольный опыт. 

Для расчета используют формулу (1):

где:

V
1
 – объем 0,01 М раствора натрия тио-

сульфата, использованный на титрование в кон-

трольном опыте, в миллилитрах;

V
2
 – объем 0,01 М раствора натрия тио-

сульфата, использованный на титрование испы-

туемого раствора, в миллилитрах;

K – поправочный коэффициент к молярно-

сти 0,01 М раствора натрия тиосульфата;

V – объем ЛС, взятый для анализа, в мил-

лилитрах;

0,005932 – количество бриллиантового зе-

лёного, соответствующее 1 мл 0,01 М раствора 

йода [10].

Методика количественного определения 

йода кристаллического: 2,0 см3 лекарственного 

средства помещали в коническую колбу вмести-

мостью 200,0 см3 с притертой пробкой и титро-

вали 0,01 М раствором натрия тиосульфата до 

обесцвечивания. Содержание йода в средстве вы-

числяли по формуле (2):

где:

Х – содержание йода в средстве, мг/см3;

V
1
 – объем 0,01 М раствора натрия тио-

сульфата, в см3;

V – объем ЛС, взятого на титрование, в см3;

k
1
 – поправочный коэффициент 0,01 М рас-

твора натрия тиосульфата;

1,269 – количество йода, мг, соответствую-

щее 1,0 см3 0,01 М раствора натрия тиосульфата 

[10].

Валидацию проводили в соответствии с 

ТКП 432-2012 (02041) «Производство лекар-

ственных средств. Валидация методик испыта-

ний» и ТКП 438-2012 (02041) «Производство 

лекарственных средств. Применение статистиче-

ских методов валидации» [3-5].

Результаты и обсуждение

Методика количественного определения 

бриллиантового зеленого в антисептических ЛС 

«Витасепт-СКЗ» и «Витасепт-СКЗ-А» методом 

титрования позволяла проводить определение 

бриллиантового зеленого в присутствии других 

компонентов, входящих в состав ЛС. Величина 

аналитического сигнала, получаемого при иссле-

довании плацебо, была равна 0,00% от значения 

аналитического сигнала, соответствующего ниж-

ней границе определяемого содержания брил-

лиантового зеленого в ЛС, и, таким образом, не 

превышала пороговое значение в 2,0%, что под-

тверждало специфичность методики.

При определении линейности методики 

были приготовлены стандартные растворы с со-

держанием бриллиантового зеленого (0,01; 0,025; 

0,05; 0,1; 0,125 и 0,15 мг/см3). Полученные ре-

зультаты титрования приведены в таблице 1. 

По полученным данным строили график 

зависимости содержания анализируемого веще-

ства и визуально оценивали линейность по гра-

фику (рис. 1).

Коэффициент аппроксимации (R2) был ра-

вен 0,9999, что удовлетворяет критериям при-

емлемости. Пересечения с осью Y при значении 

аналитического сигнала, соответствующего 100% 

содержанию бриллиантового зеленого, состави-

Таблица 1 – Результаты титрования испытуемых растворов

C, мг/см3 стандартного раствора C, мг/см3 испытуемого раствора (среднее)

0,01 0,010

0,025 0,025

0,05 0,051

0,1 0,102

0,125 0,126

0,15 0,152
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ло 0,29% и не превышало заданных требований 

(2,0%). Открываемость R, рассчитываемая как 

отношение средней концентрации, определен-

ной по градуировочному графику, и номиналь-

ной концентрации, умноженная на 100%, была в 

пределах 98-102% и составила в среднем 99,86%. 

Следовательно, методика является линейной.

Для оценки прецизионности методики 

были приготовлены на одной среде растворения 

(спирт этиловый 72,0 об/об %) в течение все-

го периода исследования модельные растворы 

бриллиантового зеленого (0,01; 0,1 и 0,125 мг/

см3). Результаты исследования модельных рас-

творов приведены в таблице 2.

Относительное стандартное отклонение 

(RSD) для количественного определения модель-

ных растворов было равно в среднем 1,50% и не 

превышало 2,0%, что позволяет сделать вывод о 

прецизионности методики. 

Для определения внутрилабораторной пре-

цизионности 5 измерений той же серии были 

проанализированы другим аналитиком в другой 

день. Согласно полученным результатам %RSD 

соответствовало критериям приемлемости (ме-

нее 2,0%) и было равно 0,61% (табл. 3).

Была установлена степень соответствия 

Рисунок 1 – Градуировочный график, уравнение регрессии, коэффициент аппроксимации R2.

Таблица 2 – Полученные результаты титрования испытуемых растворов и обработка данных

С
введено

, мг/см3 С
найдено

, мг/см3

Ñ , мг/см3 RSD, %

0,01 0,010 0,010 0,010 0,011 0,010 0,010 1,92

0,025 0,025 0,025 0,026 0,025 0,026 0,025 1,65

0,050 0,050 0,052 0,051 0,050 0,050 0,051 1,40

0,100 0,102 0,101 0,103 0,102 0,105 0,102 1,58

0,125 0,126 0,125 0,128 0,125 0,125 0,126 1,03

0,150 0,154 0,150 0,155 0,151 0,151 0,152 1,41

Таблица 3 – Полученные результаты титрования испытуемых растворов при исследовании вну-

трилабораторной прецизионности

Номер образца Аналитик 1/День 1 Аналитик 2/День 2

1 0,102 0,102

2 0,101 0,101

3 0,103 0,102

4 0,102 0,102

5 0,105 0,103

Среднее 0,102 0,101

%RSD 1,58 0,54

Общее среднее 0,102

Общее %RSD 0,61

Разность 0,001

y = 0,001x + 0,0003
R² = 0,9999

0,000

0,020

0,040

0,060

0,080

0,100

0,120

0,140

0,160
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между истинным значением определяемой ве-

личины и результатами, полученными по вали-

дируемой методике. Правильность контролиру-

ется путем приготовления модельных растворов 

бриллиантового зеленого в предполагаемом диа-

пазоне определяемых содержаний методики. 

Полученное таким образом среднее значение 

открываемости было равно 99,86% и лежало в 

диапазоне от 99,42% до 100,91%, что соответ-

ствовало заданным требованиям.

Диапазон определяемых содержаний по 

разработанной методике составляет 0,01-0,15 мг/

см3 бриллиантового зеленого.

Методика количественного определения 

йода кристаллического в антисептическом ЛС 

«Витасепт-СКИ» методом титрования позволяла 

проводить определение йода кристаллического 

в присутствии других компонентов, входящих в 

состав ЛС. Величина аналитического сигнала, 

получаемого при исследовании плацебо, не пре-

вышала по модулю более чем на 2,0% значение 

аналитического сигнала, соответствующего ниж-

ней границе определяемого содержания брилли-

антового зеленого в ЛС, что подтверждало спе-

цифичность методики.

При определении линейности методики 

были приготовлены стандартные растворы с со-

держанием йода кристаллического (3,5; 4,0; 4,5; 

5,0; 5,5 и 6,0 мг/см3). Полученные результаты ти-

трования приведены в таблице 4. 

По полученным данным строили график 

зависимости содержания анализируемого веще-

ства и визуально оценивали линейность по гра-

фику (рис. 2).

Коэффициент аппроксимации (R2) соот-

ветствовал заданным требованиям (не менее 0,99 

(0,9999) и был равен 0,9999. Пересечения с осью Y 

было не более 2,0% значения аналитического сиг-

нала, соответствующего 100% содержанию йода 

кристаллического, и составило 0,52%. Открывае-

мость R, рассчитываемая как отношение средней 

концентрации, определенной по градуировочному 

графику, и номинальной концентрации, умножен-

ная на 100%, была в пределах 98-102%. Следова-

тельно, методика является линейной.

Для оценки прецизионности методики 

были приготовлены на одной среде растворения 

(спирт этиловый 72,0 об/об %) в течение всего 

периода исследования модельные растворы йода 

кристаллического (3,5, 4,0, 4,5; 5,0; 5,5 и 6,0 мг/

см3). Результаты исследования модельных рас-

творов приведены в таблице 5.

Таблица 4 – Результаты титрования испытуемых растворов

C, мг/см3 стандартного раствора C, мг/см3 испытуемого раствора (среднее)

3,50 3,50

4,00 4,00

4,50 4,51

5,00 5,00

5,50 5,51

6,00 5,99

Рисунок 2 – Градуировочный график, уравнение регрессии, коэффициент аппроксимации R2.
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Относительное стандартное отклонение 

(RSD) для количественного определения модель-

ных растворов не превышало 2,0% и в среднем 

составило 0,15%, следовательно, методика пре-

цизионна. 

Для определения внутрилабораторной пре-

цизионности 5 измерений той же серии были 

проанализированы другим аналитиком в другой 

день. Полученные результаты не отличались 

(табл. 6).

Была установлена степень соответствия 

между истинным значением определяемой вели-

чины и результатами, полученными по валиди-

руемой методике. Правильность контролируется 

путем приготовления модельных растворов йода 

кристаллического в предполагаемом диапазо-

не определяемых содержаний методики. Зна-

чения открываемости находились в диапазоне 

от  99,84% до 100,18% и в среднем составили 

100,00%.

Диапазон определяемых содержаний по 

разработанной методике составляет 3,5-6,0 мг/

см3 йода кристаллического.

Заключение

Адаптированы и валидированы методики 

количественного определения бриллиантового 

зеленого в антисептических ЛС «Витасепт-СКЗ» 

и «Витасепт-СКЗ-А» и йода кристаллического в 

антисептическом ЛС «Витасепт-СКИ» методом 

титрования по показателям специфичности, ли-

нейности, сходимости, внутрилабораторной пре-

цизионности, правильности и диапазону опреде-

ляемых содержаний.
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