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РОЗРОБКА ТА ВАЛІДАЦІЯ МЕТОДИКИ КІЛЬКІСНОГО 
ВИЗНАЧЕННЯ 7-АЗЕПАН-1-ІЛ-1-ЕТИЛ-6-ФТОР-3-(4-

ФЕНІЛ-1,3-ТІАЗОЛ-2-ІЛ)-ХІНОЛІНА-4(1H)-ОНА 
 

1
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2
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д. фармац. наук Лебединець В. О.,  
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Abstract. The results of the development of a method for quantitative determination of 7-

azepan-1-yl-1-ethyl-6-fluoro-3-(4-phenyl-1,3-thiazol-2-yl)-quinoline-4 (1H)-one in the substance by 
the method of non-aqueous potentiometric titration. The method was evaluated using validation 
parameters: correctness, accuracy, linearity, range of application. According to the results of the 
conducted studies, the validation characteristics were found to meet the eligibility criteria, and the 
proposed method may be involved in the methods of quality control on the substance. 

Keywords: quinoline, quantitative determination, potentiometric titration, standardization, 
validation. 

 
Введення. Згідно із міжнародними вимогами необхідною умовою впровадження 

препарату в медичну практику є його стандартизація на кожному етапі життєвого циклу, яка 
передбачає розробку нормативної документації, що регламентує показники якості та вимоги до 
методів їх визначення.  

Розробка методик кількісного визначення діючої речовини нової субстанції є 
актуальним і складним завданням. Особливої уваги заслуговує стандартизація нових біологічно 
активних сполук, які є перспективними як потенційні лікарські засоби (ЛЗ). 

З метою пошуку нових антибактеріальних засобів нами синтезовано низку нових 
похідних хіноліну. У попередніх публікаціях описано шляхи синтезу та модифікацію базової 
структури [1, 2]. Попереднє комп‘ютерне прогнозування та подальші дослідження дозволили 
обрати сполуку-лідера: 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-тіазол-2-іл)-хінолін-4(1H)-он 
(схема 1), для якої необхідно провести комплекс робіт зі стандартизації. 
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Рис. 1. Структурна формула синтезованої сполуки 

 
Одним із найважливіших показників якості субстанції згідно із вимогами Європейської 

фармакопеї (ЄФ), є кількісний вміст діючої речовини, який для синтетичних субстанцій має 
бути не меншим за 98,5 % [3]. 

Вимоги щодо якості фармацевтичної субстанції, які регламентуються ЄФ, передбачають 
використання прямих методів аналізу для кількісного визначення. Такій підхід обумовлений 
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тим, що такі методи, до яких належить і метод потенціометричного титрування, є більш 
точними та забезпечує допустиму невизначеність методики [3]. 

Субстанції, що погано розчиняються у воді (такі як похідні хіноліну), зазвичай 
визначають титруванням у середовищі неводних розчинників. 

Мета. Метою наших досліджень була розробка та валідація методики кількісного 
визначення 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-тіазол-2-іл)-хіноліна-4(1H)-она в 
синтезованій субстанції методом потенціометричного титрування. 

Об’єкт дослідження: вперше синтезований 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-
тіазол-2-іл)-хінолін-4(1H)-он. 

Розчинники та реактиви: метанол, кислота оцтова льодяна, кислота мурашина 
безводна, 0.1 М розчин кислоти хлорної (відповідають вимогами чинної редакції ЄФ). 

Обладнання: аналітичні ваги AB 204 фірми Mettler Toledo (Швейцария) та рН-метр 
"Seven Easy" цього ж виробника, з комбінованим скляним електродом із рухомою муфтою 
діафрагмою-шліфом для титрування в неводному середовищі, бюретки класу А. 

Результати дослідження. Досліджувана речовина є погано розчинною у воді. Як було 
зазначено, в таких випадках використовують метод потенціометричного титрування у неводних 
розчинниках. Нами було використано кислоту оцтову льодяну та кислоту мурашину безводну. 
В середовищі оцтової кислоти речовина не повністю розчинялась, в наслідок чого були 
одержані занижені значення кількісного вмісту 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-
тіазол-2-іл)-хіноліна-4(1H)-она в субстанції. Виходячи з вищезазначеного, в якості розчинника 
було використано кислоту мурашину безводну. Для поліпшення розчинності сполуку спочатку 
розчиняли в метанолі. 

Визначення проводили за наступною методикою: 0,225 г (точна наважка) субстанції 7-
азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-тіазол-2-іл)-хіноліна-4(1H)-она розчиняли в 20 мл 
метанолу Р, додавали 50 мл кислоти мурашиної безводної і титрували 0.1 М розчином кислоти 
хлорної. Точку еквівалентності визначали потенціометрично за першим стрибком потенціалів 
на кривій титрування. Кількісний вміст основної речовини визначали, враховуючи, що 1 мл 
0.1 М розчину хлорної кислоти відповідає 44.76 мг 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-
тіазол-2-іл)-хіноліна-4(1H)-она. Вміст 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-тіазол-2-іл)-
хіноліна-4(1H)-она в субстанції, у відсотках, обчислювали за формулою: 

 

 
0,04476 100 100

(100 )

V K
X

m W
, (1)  

 
де V – об‘єм 0,1 М розчину натрію гідроксиду, витрачений на титрування 

випробовуваного розчину, мл; 
К – поправний коефіцієнт до молярності титранту; 
0,04476 – кількість грам 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-тіазол-2-іл)-

хіноліна-4(1H)-она, що відповідає 1 мл 0,1 М розчину натрію гідроксиду; 
m – маса наважки субстанції; 
W – вміст води у субстанції, %. 
Для підтвердження відповідності методики кількісного визначення критеріям 

придатності: специфічність, лінійність, правильність та прецизійність в визначеному діапазоні 
застосування, на наступному етапі досліджень проводили валідацію розробленої методики. 

Оцінку коректності методики провели шляхом розрахунку прогнозованої повної 
невизначеності аналізу ΔAs та її порівняння з максимально припустимою невизначеністю 
результатів аналізу, що пов‘язана з допусками вмісту аналізованої речовини в субстанції згідно 
із МКЯ. За рекомендаціями ЄФ, прогнозована невизначеність пробопідготовки має бути 
незначуща, для напіврізниці допусків вмісту діючої речовини в субстанції, у відсотках, що в 

нашому випадку складає 1,5 % max 1,5.AS
 

Результати розрахунків прогнозованої повної невизначеності аналізу ΔAs представлені в 
таблиці 1. 

У ході виконання випробувань нами доведено специфічність аналітичної методики. 
Було визначено, що об‘єм титранту, який витрачається на титрування холостого розчину 
(метанол, мурашина кислота), становить 1 краплю (≤0,05 мл), отже, методика характеризується 
достатньою специфічністю. Результати визначення специфічності узагальнено в таблиці 2. 
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Таблиця 1. Розрахунок невизначеності методики аналізу 
 

Фактор Розрахунок невизначеності, % 

Пробопідготовка: 
-взяття наважки 225 мг. 

 
Δm1 = 0,2/225*100 % = 0,09 

Кінцева аналітична операція: 
-невизначеність концентрації 0,05 М розчину хлорної кислоти: 
▪наважка калію гідрофталату РО при встановленні титру 0,1 М 
розчину хлорної кислоти – 350 мг;  
 ▪встановлення титру – бюретка 25 мл з невизначеністю 0,05 мл) 
-невизначеність титрування субстанції (бюретка 25 мл з 
невизначеністю 0,05 мл) 

 
 
 
Δm2 = 0,2/350*100 % = 0,057 
Δv2 = 0,05*100/20 = 0,25 
 
Δv3 = 0,05*100/20 = 0,25 

 

Валідаційні характеристики визначали на модельних розчинах у діапазоні застосування 
методики  ± 20 % від робочої концентрації, відповідно діапазон концентрацій становить від 
400,0 мг до 600,0 мг. 

 

Таблиця 2. Вплив компонентів холостого розчину на результат визначення 
 

№ 
п/п 

Об‘єм титранту, що був витрачений на титрування, мл 

«холостий розчин» випробовуваний розчин 

1 1 крапля (≤0,05 мл) 5,03 

2 1 крапля (≤0,05 мл) 5,03 

3 1 крапля (≤0,05 мл) 5,04 
 

Дослідження лінійності методики проведені одночасно з визначенням параметрів 
прецизійності й правильності. Розрахунки параметрів лінійності, прецизійності та правильності 
методики у «нормалізованих» координатах наведені у табл. 3. 

 

Таблиця 3. Результати визначення параметрів лінійності, прецизійності та правильності методики 
 

Розчин № ВведеноXi, г Об‘єм титранту, Vекв., мл Yi, Знайдено Yi, мг Zi= Yi/ Xi*100 % 

1 0,1801 4,03 0,1802 100,06 

2 0,1913 4,28 0,1914 100,05 

3 0,2025 4,52 0,2024 99,95 

4 0,2139 4,78 0,2138 99,95 

5 0,2251 5,03 0,2252 100,04 

6 0,2361 5,28 0,2362 100,04 

7 0,2475 5,52 0,2471 99,84 

8 0,2588 5,78 0,2589 100,04 

9 0,2699 6,01 0,2689 99,63 

середнє значення Zср 99,96 

S0 (стандартне відхилення), % 0,142 

відносний довірчий інтервал, Δz=t(95 %,8)*S0(%)=1,8595*S0(%) 0,264 

похибка, δ = |Zср-100| 0,04 
 

Експериментальні дані обробляли методом найменших квадратів для прямої Yi=b*xi+a (рис. 1). 
 

 
 

Рис. 1. Графік лінійної залежності в нормалізованих координатах Yi=b*xi+a 
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Порівняння отриманих розрахунків валідаційних характеристик методики з критеріями 
прийнятності свідчать про їх відповідність (табл. 4).  

 
Таблиця 4. Відповідність розрахованих валідаційних параметрів методики критеріями 

прийнятності 
 

Параметр Критерій прийнятності Розраховане значення параметру Висновок 

Лінійність: 

|a| ≤ 2,4 0,6575 Відповідає 

S0 ≤ 0,79 0,142 Відповідає 

r ≥ 0.99833 
R

2
=0,9999 

r=0,99995 
Відповідає 

Правильність: 

статистична незначущість 

max σ ≤ Δz/√n=0,46 0,04 Відповідає 

практична незначущість 

max σ ≤ max ∆AS*0,32=0,48 0,04 Відповідає 

Прецизійність (збіжність): 

∆z ≤ max ∆AS=1,5 0,264 Відповідає 

 
Висновки. Розроблена методика кількісного визначення основної речовини у новій 

перспективній лікарській субстанції протимікробної дії 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-
1,3-тіазол-2-іл)-хіноліна-4(1H)-она та проведена її валідація. В результаті проведених 
досліджень встановлено, що методика визначення речовини має задовільну прецизійність 
(збіжність), аналітична область застосування складає від 80 до 120 %. Також підтверджена 
лінійна залежність витрати титранту від кількісного вмісту основної речовини, коефіцієнт 
кореляції R становить 0,9999. Доведено також специфічність методики.  

Виходячи з цього, можна констатувати, що розроблена аналітична методика може бути 
використана для кількісного визначення 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-феніл-1,3-тіазол-2-
іл)-хіноліна-4(1H)-она в субстанції.  

Запропонована методика кількісного визначення 7-азепан-1-іл-1-етил-6-фтор-3-(4-
феніл-1,3-тіазол-2-іл)-хіноліна-4(1H)-она в субстанції дозволяє стандартизувати речовину для її 
подальшого застосування як фармацевтичної субстанції та може бути рекомендована для 
включення в аналітичну нормативну документацію.  
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