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Сульфацетамід натрію (сульфацил 
натрію) – синтетичний препарат з 
групи сульфаніламідних препаратів 
для місцевого застосування. Він вияв
ляє бактеріостатичний ефект віднос
но грампозитивних і грамнегативних 
бактерій – стрептококів, пневмоко
ків, гонококів, кишкової палички, 
хламідій, актиноміцетів. Механізм 
дії препарату зумовлений конкурент
ним антагонізмом з параамінобензой
ною кислотою (ПАБК) і конкурент
ним пригніченням дигідроптероат
синтетази, що призводить до пору
шення синтезу тетрагідрофолієвої 
кислоти, необхідної для синтезу 
пуринових і піримідинових основ. 
Внаслідок цього порушується синтез 
нуклеїнових кислот (ДНК і РНК) 
бактеріальних клітин і гальмується 
їхнє розмноження [1].

Державна фармакопея України 
(ДФУ) та Європейська фармакопея 
рекомендують визначати сульфацет
амід натрію методом нітритометрії з 
потенціометричним визначенням 
точки кінця титрування [2, 3]. Для 
кількісного визначення сульфацет
аміду в лікарських формах, біологіч
них рідинах та об’єктах зовнішнього 
середовища в літературі описані 
спектрофотометричні методики в УФ 
[4] та видимій області спектра зі 
застосуванням як кольорореагентів 
8гідрокси7йодо5хінонсульфонової 

кислоти [5], N(1нафтил)етилен ді   
а міну [6] та хромотропової кислоти 
[7], а також методики зі застосуван
ням високоефективної рідинної 
[8–10] і капілярної хроматографії 
[11], методів вольтамперометрії [12] 
та потенціометрії [13]. Використання 
хроматографічних та електрохіміч
них методів вимагає застосування 
вартісного обладнання та реактивів. 
У той самий час застосування спектро
фотометрії дозволяє спростити та зде
шевити проведення рутинних аналі
тичних вимірювань із забезпеченням 
необхідної точності, чутливості та 
відтворюваності, а значить, актуаль
ним є розширення арсеналу кольоро
реагентів, які можна використати у 
фармацевтичному та токсикологічно
му аналізі.

Мета дослідження – вивчення 
умов і хімізму реакції азосполучення 
попередньо діазотованого сульфацет
аміду натрію з 3α,γдикарбокси про
пілроданіном, який утворює забарв
лені азосполуки з солями діазонію 
[14], та розробка на цій основі мето
дики спектрофотометричного визна
чення сульфацетаміду натрію в рід
ких лікарських формах, а також 
валідація запропонованої методики 
згідно з вимогами ДФУ [2, 15].

Матеріали та методи. У досліджен
ні використовували наступні реагенти 
і розчинники: робочий стандартний 
зразок (РСЗ) сульфацетаміду натрію, 
краплі очні «Сульфацил 200 мг/мл» 
(АТ «Фармак», Україна, серія 
171218) і «Сульфацил 300 мг/мл» 
(АТ «Фармак», Україна, серія 030419), 

УДК 547.551/.554:(543.5+616-073+615.07) https://doi.org/10.33250/14.06.422

Л. О. Бурун, В. В. Огурцов, І. В. Драпак

Розробка та валідація спектрофотометричної 
методики визначення сульфацетаміду натрію  

в очних краплях
Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького

© Колектив авторів, 2020

Питання фармацевтики, фармацевтичного ринку, 
фармакоекономіки

Фармакологія та лікарська токсикологія, Том 14, № 6/2020
ISSN 2227-7943. Pharmacology and Drug Toxicology, 2020, 14 (6), 422–430



423

3α,γдикарбоксипро пілро данін квалі
фікації «ч», метанол кваліфікації 
«ч.д.а.», розчини натрію нітриту та 
натрію фосфату готували розчиненням 
точної наважки реактивів кваліфікації 
«ч.д.а.», розчини кислоти хлористовод
невої готували розведенням концентро
ваної кислоти кваліфікації «ч.д.а.».

Аналітичне обладнання: спектро
фотометр СФ46, ваги електронні 
RADWAG WPA 40/160/C/1, мірний 
посуд класу A.

У роботі використовували метод 
спектрофотометрії у видимій області 
спектра.

Загальна методика визначення 
сульфацетаміду натрію. Приготу
вання розчину порівняння сульфаце
таміду натрію: біля 0,05 г робочого 
стандартного зразка сульфацетаміду 
натрію (точна наважка) вносять у 
мірну колбу місткістю 50,0 мл, роз
чиняють у воді та доводять водою до 
позначки, перемі шують. 4,0 мл одер
жаного розчину переносять у мірну 
колбу місткістю 100,0 мл і об’єм 
доводять до познач ки 0,1 М розчином 
кислоти хлористоводневої та перемі
шують. 5,0 мл одержаного розчину 
вносять у мірну колбу місткістю 
50,0 мл, додають 5,0 мл 0,1 % роз
чину натрію нітриту. Розчин витри
мують 2–3 хв і послідовно додають 
5,0 мл 0,1 % розчину 3α,γдикар
бокси  про піл роданіну, 10,0 мл 10 % 
розчину натрію фосфату і дистильо
вану воду до позначки, перемішують. 
Абсорбцію отриманого забарвленого 
розчину вимірюють відносно компен
саційного розчину за аналітичної 
довжини хвилі 500 нм у кюветі з 
товщиною поглинаючого шару 1 см.

Приготування компенсаційного 
розчину: у мірну колбу місткістю 
50,0 мл вносять 5,0 мл 0,1 М розчину 
кислоти хлористоводневої, додають 
5,0 мл 0,1 % розчину натрію нітриту. 
Розчин витримують 2–3 хв і послі

довно додають 5,0 мл 0,1 % розчину 
3α,γдикарбоксипропілроданіну, 
10,0 мл 10 % розчину натрію фосфа
ту і дистильовану воду до позначки, 
перемішують.

Визначення сульфацетаміду нат
рію в очних краплях. Точний об’єм 
очних крапель «Сульфацил 200 мг/
мл» (біля 1,5 мл) або «Сульфацил 
300 мг/мл» (біля 1 мл) вносять у 
мірну колбу місткістю 50,0 мл і дово
дять водою до позначки, перемішу
ють. 8 мл одержаного розчину пере
носять у мірну колбу місткістю 
50,0 мл і доводять водою до познач
ки, перемішують. Відбирають 4,0 мл 
розчину, переносять у мірну колбу 
місткістю 100,0 мл і доводять об’єм 
до позначки 0,1 М розчином кислоти 
хлористоводневої, перемі шують. 5,0 мл 
одержаного розчину вносять у мірну 
колбу місткістю 50,0 мл, додають 
5,0 мл 0,1 % розчину натрію нітриту. 
Розчин витримують 2–3 хв і послі
довно додають 5,0 мл 0,1 % розчину 
3α,γдикарбокси про піл рода ні ну, 
10,0 мл 10 % розчину натрію фосфа
ту та воду до позначки, перемішу
ють. Абсорбцію отриманого забарвле
ного розчину вимірюють відносно 
компенсаційного розчину за аналі
тичної довжини хвилі 500 нм у кюве
ті з товщиною поглинаючого шару  
1 см. Паралельно проводять визначен
ня з 5,0 мл розчину порівняння суль
фацетаміду натрію. Розрахунок вміс
ту сульфацетаміду натрію проводять 
за загально прийнятою формулою.

Результати та їх обговорення. Для 
розробки методики кількісного 
визначення сульфацетаміду натрію 
на основі реакції з 3α,γдикар бокси
пропілроданіном було вивчено 
наступні чинники, що впливають на 
повноту та швидкість проходження 
реакції: кількість реагентів, час про
ведення реакції та стабільність 
забарвлених розчинів у часі. 
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За вибору кількості реагентів і 
часу проведення реакції діазування 
враховували оптимальні значення 
оптичної густини забарвлених розчи
нів. Експериментальним шляхом 
було встановлено, що реакція діазу
вання перебігає повністю за кімнат
ної температури в середовищі 0,1 М 
хлоридної кислоти та надлишку в 
розчині натрію нітриту упродовж 2–3 
хв (рис. 1), азосполучення утвореної 
солі діазонію сульфацет аміду з 3α,γ
дикарбоксипро пілрода ні ном кількіс
но відбувається в присутності над
лишку кольорореагенту. У результаті 
реакції азосполучення утворюється 
забарвлений продукт з максимумом 
світлопоглинання за довжини хвилі 
500 нм (рис. 2).

Для з’ясування стехіометрії реак
ції азосполучення було використано 
метод неперервних змін (метод ізо
молярних серій) і метод насичення 
(метод молярних співвідношень) [16].

Згідно з методом неперервних змін, 
проводять визначення співвідношен
ня ізомолярних концентрацій реагую
чих речовин, що відповідає макси
мальному виходу продукту реакції, й 
залежність оптичної густини від скла
ду розчину характеризується макси
мумом, положення якого визначаєть
ся стехіометричними коефіцієнтами 
реагуючих речовин (рис. 3). 

При використанні методу насичен
ня положення зламу на кривій наси
чення відповідає відношенню моляр
них концентрацій реагуючих сполук 

Рис. 2. Електронний спектр 
поглинання продукту 
реакції сульфацетаміду 
натрію з 3α,γ
дикарбоксипропілроданіном

Рис. 1. Графік залежності 
оптичної густини 
досліджуваного розчину від 
часу проведення реакції 
діазотування 
сульфацетаміду натрію
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і відповідає стехіометричному коефі
цієнту реагенту, концентрація якого 
змінювалась (рис. 4).

Одержані залежності повністю 
узгоджуються між собою і відпові
дають молярному співвідношенню 
реагуючих речовин 1:1.

Визначення валідаційних харак
теристик. Відповідно до вимог ДФУ 
[2], для підтвердження коректності 
методики за відтворення її в іншій 
лабораторії необхідно проводити про
гноз повної невизначеності методики.

Прогнозована повна невизначеність 
результатів аналізу не повинна переви
щувати максимально допустиму неви
значеність результатів аналізу maxΔAs. 
При цьому повна невизначеність ана

лізу ΔAs складається з двох складових, 
перша пов’язана з невизначеністю про
бопідготовки (ΔSP), а друга – з невизна
ченістю кінцевої аналітичної операції 
(ΔFAO). У разі використання спектро
фотометричного методу невизначеність 
кінцевої аналітичної операції стано
вить 0,70 %, що є звичайним для 
сучасної системи лабораторій контро
лю якості лікарських засобів [17].

Невизначеність пробопідготовки 
розраховували з урахуванням вимог 
ДФУ до гранично допустимих похибок 
для мірного посуду та ваг (табл. 1).

Розрахована невизначеність пробо
підготовки для кількісного визначен
ня сульфацетаміду натрію в очних 
краплях «Сульфацил» ΔSP = 1,58 %.

Рис. 3. Графік залежності 
оптичної густини 
досліджуваного розчину від 
молярного співвідношення 
сульфацетаміду натрію (С1) 
і 3α,γдикарбоксипро
пілроданіну (С2) 

Рис. 4. Криві насичення: А – 3α,γдикарбоксипропілроданіну за постійної концентрації 
сульфацетаміду натрію; Б – сульфацетаміду натрію за постійної концентрації  
3α,γдикарбоксипропілроданіну
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Одержані результати засвід чують, 
що прогнозована повна невизначе
ність результатів аналізу (ΔAs) не 
перевищує гранично допустимого 
значення (maxΔAs). Таким чи  ном, 
методика буде давати корект ні 
результати й в інших лабораторіях.

Лінійність та діапазон застосу
вання методики. Лінійність визна
чали в межах концентрацій, що від
повідають діапазону застосування 
методики, а саме, 128–240 мкг/50 мл 
кінцевого об’єму. Для приготування 
розчинів з різною відомою концен
трацією відбирали від 4,25 до 5,75 
мл аліквоти розчину РСЗ сульфаце
таміду натрію з концентрацією 40 
мкг/мл і проводили визначення за 
загальною методикою. За одержани
ми результатами будували графік 
залежності оптичної густини від кон

центрації аналізованого розчину 
(рис. 5).

 Одержані дані (табл. 2) свідчать 
про те, що методика є лінійною в 
усьому діапазоні досліджуваних кон
центрацій. Таким чином, діапазон 
застосування методики складає 
85–115 % від номінального вмісту 
сульфацетаміду натрію в лікарській 
формі.

Прецизійність. Прецизійність ме  то 
дики визначалась на рівні збіжності. 
Із цією метою проводили дев’ять пара
лельних визначень (три наважки/три 
повтори) і розраховували метрологічні 
характеристики (табл. 3). Одночасно 
проводили вимірювання оптичної 
густини розчину порівняння. Вміст 
сульфацетаміду натрію в складі 
лікарської форми розраховували за 
формулою, наведеною вище.

Операція пробопідготовки Параметр розра-
хункової формули

Невизначе-
ність, %

Розчин порівняння
1) Взяття наважки стандартного зразка суль-
фацетаміду натрію, мг m0

0,2 мг/50 мг • 
100 % = 0,4

2) Доведення до об’єму в мірній колбі, мл 50 0,17
3) Взяття аліквоти піпеткою, мл 4 0,6
4) Доведення до об’єму в мірній колбі, мл 100 0,12
5) Взяття аліквоти піпеткою, мл 5 0,6
6) Доведення до об’єму в мірній колбі, мл 50 0,17

Випробовуваний розчин
7) Взяття аліквоти очних крапель піпеткою, мл 1 0,6
8) Доведення до об’єму в мірній колбі, мл 50 0,17
9) Взяття аліквоти піпеткою, мл 8 0,6
10) Доведення до об’єму в мірній колбі, мл 50 0,17
11) Взяття аліквоти піпеткою, мл 4 0,6
12) Доведення до об’єму в мірній колбі, мл 100 0,12
13) Взяття аліквоти піпеткою, мл 5 0,6
14) Доведення до об’єму в мірній колбі, мл 50 0,17

Таблиця 1

Розрахунок невизначеності пробопідготовки для кількісного визначення 
сульфацетаміду натрію в очних краплях «Сульфацил»

Повна невизначеність аналітичної методики:
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Розрахований однобічний довірчий 
інтервал не перевищує максимально 
припустиму невизначеність аналізу, 
тому методика є прецизійною на 
рівні збіжності.

Правильність. З метою виявлення 
можливих систематичних похибок за 
рахунок впливу допоміжних речо
вин, що є в складі лікарської форми, 
визначено правильність методики 
методом добавок. Для цього до трьох 
однакових аліквот лікарської форми 
додавали різну кількість розчину 
РСЗ сульфацетаміду натрію з концен
трацією 40 мкг/мл та аналізували 
тричі. Як видно з даних таблиці 4, 

розраховані критерії практичної 
незначущості не перевищують макси
мально допустиму невизначеність 
аналізу.

Близькість середнього результату 
визначення до його істинного значен
ня характеризує правильність методи
ки. Отримані в результаті визначення 
значення вмісту сульфацетаміду 
натрію виражали у відсотках від дода
ної його кількості, розраховували 
середнє значення та проводили статис
тичну обробку результатів, приймаю
чи теоретичне значення рівним 100 %.

У кожному випадку практична 
незначущість систематичної похибки 

Рис. 5. Графік залежності 
оптичної густини від 
концентрації сульфацетаміду 
натрію

Величина Значення
Кутовий коефіцієнт, b ± (Sb) 0,0037 ± (2,4 • 10–5)
Вільний член лінійної регресії, а ± (Sa) 0,0011 ± (4,7 • 10–5)
Коефіцієнт кореляції, r 0,9959

Лікарська форма x– (n=9) S RSD Δx
«Сульфацил 200 мг/мл» 199,3 0,97 0,28 1,84
«Сульфацил 300 мг/мл» 298,1 1,21 0,34 2,71

Лікарська форма (Z–) (n=9) S ΔZ |Z– –100| 0,32∙ΔAS

«Сульфацил 200 мг/мл» 99,53 0,73 0,62 0,47 0,554
«Сульфацил 300 мг/мл» 99,61 0,64 0,57 0,39 0,554

Таблиця 2

Метрологічні характеристики лінійної залежності Y = bX + а

Таблиця 3

Визначення прецизійності результатів кількісного визначення сульфацетаміду 
натрію в складі лікарської форми

Таблиця 4

Визначення правильності результатів кількісного визначення сульфацетаміду 
натрію в очних краплях «Сульфацил»
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(Z– –100) не перевищує максимально 
допустиму невизначеність аналізу 
(0,32∙ΔAs). Тому методика є правиль
ною (табл. 4).

Робасність. Робасність є показни
ком надійності методики при її вико
ристанні в зазначених умовах.

Оцінку робасності було проведено 
на стадії розробки методики. Для 
цього було вивчено вплив зовнішніх 
факторів, які можуть впливати на 
величину оптичної густини: стабіль
ність аналізованих розчинів у часі та 
кількість доданих реагентів.

У результаті проведених дослі
джень було встановлено, що забарв
лені аналізовані розчини стабільні 
впродовж щонайменше 30 хв, а зміна 
кількості доданих реагентів у межах 
± 10 % не впливає на величину 
оптичної густини.

Висновки 
Досліджено реакцію взаємодії попе
редньо діазотованого сульфацетаміду 
натрію з 3α,γдикарбокси пропілро да
ніном, у результаті якої утворюється 
забарвлена азосполука. 

З використанням методів насичен
ня та неперервних змін встановлено 
стехіометричне співвідношення реа
гентів, яке виявилось рівним 1:1.

На основі запропонованої реакції 
розроблено методику кількісного 
спектрофотометричного визначення 
сульфацетаміду натрію в складі 
очних крапель «Сульфацил» промис
лового виробництва. 

Проведено валідацію розробленої 
методики за такими валідаційними 
характеристиками, як лінійність, 
діапазон застосування, прецизій
ність, правильність і робасність.
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Л. О. Бурун, В. В. Огурцов, І. В. Драпак
Розробка та валідація спектрофотометричної методики визначення 
сульфацетаміду натрію в очних краплях
Досліджено умови та хімізм реакції взаємодії сульфацетаміду натрію з 3-α,γ-дикарбо ксипро-

пілро даніном і розроблено на цій основі методику спектрофотометричного визначення сульфацет-
аміду натрію в очних краплях «Сульфацил», а також проведено валідацію запропонованої методики.

У роботі використовували наступні реагенти та розчинники: робочий стандартний зразок (РСЗ) 
сульфацетаміду натрію, очні краплі «Сульфацил 200 мг/мл» і «Сульфацил 300 мг/мл», 3-α,γ-
дикарбоксипропілроданін кваліфікації «ч», розчин натрію нітриту та натрію фосфату готували розчи-
ненням точної наважки реактивів кваліфікації «ч.д.а.», розчини кислоти хлористоводневої готували 
розведенням концентрованої кислоти кваліфікації «ч.д.а.».

Аналітичне обладнання: спектрофотометр СФ-46, ваги електронні RADWAG WPA 40/160/C/1, мір-
ний посуд класу A.

Розроблено методику спектрофотометричного визначення кількісного вмісту сульфацетаміду 
натрію в очних краплях «Сульфацил» на основі реакції його взаємодії з 3-α,γ-дикарбо-
ксипропілроданіном. Методами насичення та неперервних змін встановлено стехіометричне спів-
відношення реагентів, яке виявилось рівним 1:1. Показано, що за такими валідаційними характери-
стиками, як лінійність, прецизійність, правильність і робасність розроблена методика є коректною й 
може бути використаною у відділах контролю якості хіміко-фармацевтичних підприємств.

Таким чином, досліджено реакцію взаємодії попередньо діазотованого сульфацетаміду натрію з 
3-α,γ-дикарбоксипропілроданіном, у результаті якої утворюється забарвлена азосполука. На основі 
вказаної реакції розроблено методику кількісного спектрофотометричного визначення сульфацета-
міду натрію в складі очних крапель «Сульфацил» промислового виробництва та проведено її валіда-
цію за такими валідаційними характеристиками, як лінійність, діапазон застосування, прецизійність, 
правильність і робасність.

Ключові слова: сульфацетамід натрію, 3-α,γ-дикарбоксипропілроданін, 
спектрофотометрія, валідація

Л. О. Бурун, В. В. Огурцов, И. В. Драпак
Разработка и валидация спектрофотометрической методики определения 
сульфацетамида натрия в глазных каплях
Исследованы условия и химизм реакции взаимодействия сульфацетамида натрия с 3-α,γ-

дикарбоксипропилроданином, разработана на этой основе методика спектрофотометрического 
определения сульфацетамида натрия в глазных каплях «Сульфацил», а также проведена валидация 
разработанной методики.

В работе использовали следующие реагенты и растворители: рабочий стандартный образец 
(РСО) сульфацетамида натрия, глазные капли «Сульфацил 200 мг/мл» и «Сульфацил 300 мг/мл», 
3-α,γ-дикарбоксипропилроданин квалификации «ч», растворы натрия нитрита и натрия фосфата 
готовили растворением точной навески реактивов квалификации «ч.д.а.», растворы кислоты хло-
ристоводородной готовили разведением концентрированной кислоты квалификации «ч.д.а.».

Аналитическое оборудование: спектрофотометр СФ-46, весы электронные RADWAG WPA 
40/160/C/1, мерная посуда класса A.

Разработана методика спектрофотометрического определения количественного содержания 
сульфацетамида натрия в глазных каплях «Сульфацил» на основании реакции его взаимодействия 
с 3-α,γ-дикарбоксипропилроданином. Методами насыщения и непрерывных изменений установле-
но стехиометрическое соотношение реагентов, которое оказалось равным 1:1. Показано, что по 
таким валидационным характеристикам, как линейность, прецизионность, правильность и роба-
сность разработанная методика является корректной и может быть использована в отделах техни-
ческого контроля химико-фармацевтических предприятий.

Ключевые слова: сульфацетамид натрия, 3-α,γ-дикарбоксипропилроданин, 
спектрофотометрия, валидация
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L. O. Burun, V. V. Ogurtsov, I. V. Drapak 
Development and validation of the spectrophotometric method for the 
determination of sodium sulfacetamide in eye drops
The conditions and chemistry of the reaction of sodium sulfacetamide with 3-α,γ-dicarboxypropilrho-

danine were studied and the method of spectrophotometric determination of sodium sulfacetamide in 
«Sulfacil» eye drops was developed on this basis and validated.

Reagents and solvents used in the present study: a standard sample of sodium sulfacetamide, «Sulfacil 
200 mg/mL» and «Sulfacil 300 mg/mL», 3-α,γ-dycarboxypropilrhodanine (chemically pure), sodium nitrite 
and sodium phosphate solutions were prepared by accurately weighed extra pure reagents dissolving, 
hydrochloric acid solutions were prepared by the extra pure acid concentrated solution diluting.

Analytical equipment: Spectrophotometer SF-46, electronic weighing scale RADWAG WPA 40/160/C/1, 
laboratory glassware of class A. 

The technique of spectrophotometric determination of sodium sulfacetamide quantitative content in 
«Sulfacil» eye drops based on its reaction with 3-α,γ-dycarboxypropilrhodanine was developed. The 
stoichiometric ratio of the reactive components as 1:1 was obtained by the methods of continuous 
changes and the saturation method. The technique validation allowed confirming its linear fit, high 
precision, accuracy and robustness which proved the possibility of its application in quality control 
departments of chemical and pharmaceutical industry companies.

Thus, the interaction reaction between the preliminary diazotized sodium sulfacetamide with 3-α,γ-
dycarboxypropilrhodanine was investigated which resulted in a colored azo compound obtaining. 
Quantitative spectrophotometric technique was developed for sodium sulfacetamide determination in 
«Sulfacil» eye drops based on this reaction. The developed technique was validated according to such 
validation characteristics as the linear fit correspondence, range of applicability, precision, correctness 
and robustness.

Key words: sodium sulfacetamide, 3-α,γ-dycarboxypropilrhodanine, spectrophotometry, 
validation
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