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РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ 
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ СУБСТАНЦИИ
4-(4-ХЛОРФЕНИЛ)СУЛЬФО-3-ЭТИЛТИО-5-АМИНОПИРАЗОЛА
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Одна из ключевых задач медицин­
ской химии -  поиск новых активных 
фармацевтических ингредиентов 
(АФИ), обладающих значительным 
терапевтическим эффектом и мини­
мальным побочным действием. Раз­
работка противомикробных или про­
тивогрибковых средств, кроме все­
го прочего, требует постоянного об­
новления линейки молекул, что об­
условлено устойчивостью микроор­
ганизмов к существующим препара­
там, их непрерывной эволюцией, по­
явлением устойчивых мутаций и но­
вых штаммов возбудителей бактери­
альных инфекций и микозов и на се­
годняшний день является одной из 
самых актуальных тем [1-4].

АННОТАЦИЯ
Разработана методика количественного определе­
ния субстанции 4-(4-хлорфенил)сульфо-3-этилтио-5- 
аминопиразола методом неводного потенциометри­
ческого титрования. Определены валидационные ха­
рактеристики методики и экспериментально подтвер­
ждено их соответствие критериям приемлемости.

Ключевые слова: показатели качества субстан­
ции, неводное потенциометрическое титрование, ко­
личественное определение, валидация, производные 
5-аминопиразола.

ВВЕДЕНИЕ
В предыдущих работах нами описан синтез 4-(4-хлор- 
фенил)сульфо-3-этилтио-5-аминопиразола [5,6]. По­
следующее изучение биологической активности пока­
зало, что соединение проявляет фунгицидную и фун- 
гистатическую активность и может быть использова­
но для применения в качестве активной субстанции 
в фармацевтических композициях с антимикотиче­
ским действием.

Качество лекарственного препарата должно конт­
ролироваться на всех этапах его жизненного цик­
ла, поэтому одним из ключевых элементов создания 
нового АФИ является разработка методик контроля 
качества субстанции, в частности, количественное 
определение действующего вещества.

ЦЕЛЬ
ИССЛЕДОВАНИЯ

Разработка и валидация методики количественного 
определения субстанции 4-(4-хлорфенил)сульфо-3- 
этилтио-5-аминопиразола с использованием метода 
неводного потенциометрического титрования.

МАТЕРИАЛЫ 
И МЕТОДЫ

Объект исследования -  вновь синтезированная суб­
станция 4-(4-хлорфенил)сульфо-3-этилтио-5-ами- 
нопиразола.

Реактивы: уксусная, хлорная кислоты (в соответ­
ствии с требованиями ДФУ).

Оборудование: аналитические весы MettlerToledo 
АВ 204, pH-метр SevenEasy (MettlerToledo, Швейца­
рия) с комбинированным стеклянным электродом с 
подвижной муфтой, диафрагмой-шлифом для титро­
вания в неводной среде, бюретки и мерная посуда 
(класс А).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате изучения физико-химического поведе­
ния субстанции 4-(4-хлорфенил)сульфо-3-этилтио-
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5-аминопиразола (рисунок 1) в различных раство­
рителях для ее количественного определения нами 
предложено потенциометрическое неводное титро­
вание в среде уксусной кислоты с использованием в 
качестве титранта хлорной кислоты.

СІ

Рисунок 1 -  Молекула 4-(4-хлорфенил)сульфо-3- 
этилтио-5-аминопиразола

Методика количественного определения: 0,200 г 
субстанции растворяют в 50,0 мл уксусной кислоты 
и титруют 0,1 М раствором хлорной кислоты потен- 
циометрически [7] до первого скачка потенциалов на 
кривой титрования.

1 мл 0,1 М раствора хлорной кислоты соответ­
ствует 31,78 мг 4-(4-хлорфенил)сульфо-3-этилтио-5- 
аминопиразола.

Содержание 4-(4-хлорфенил)сульфо-3-этилтио-5- 
аминопиразола в субстанции (в процентах) рассчиты­
вают по формуле:

V'0,03178'К'100' 100
X  = ----- :--------------------- ;

nr(WO-W)

где:
V -  объем 0,1 М раствора хлорной кислоты, из­

расходованный на титрование испытуемого раство­
ра, мл;

К -  поправочный коэффициент;
0,03178 -  количество грамм 4-(4-хлорфенил)суль- 

фо-З-этилтио-5-аминопиразола, соответствующее 1 
мл 0,1 М раствора хлорной кислоты;

т -  масса навески субстанции;
W -  значение потери в массе при высушивании 

субстанции, %.

Обязательным условием, подтверждающим при­
годность предложенной методики, является её ва­
лидация. Предварительно, для оценки корректности 
воспроизведения разработанной методики количес­
твенного определения в другой лаборатории, был 
осуществлен расчет полной прогнозируемой неопре­
деленности. Определение проводили путем расчета 
неопределенности пробоподготовки (стадии взвеши­
вания и разведения) и неопределенности конечной 
аналитической операции с учетом допуска содержа­
ния активного вещества (В = ±1,5%) (таблица 1).

Таким образом, полная прогнозируемая неопреде­
ленность разработанной методики не превышает 1,5, 
что соответствует критериям приемлемости.

Таблица 1 -  Расчет неопределенности методики ана­
лиза

Фактор Расчет неопределенности, %

Пробоподготовка:
• взятие навески 200 мг Ат1 = 0,2/200*100% = 0,1

Конечная аналитическая операция:
• неопределенность концентрации 
0,1 М раствора хлорной кислоты: 
навеска калия гидрофталата РО при 
установлении титра 0,1 М раствора 
хлорной кислоты- 350 мг;
• установление титра -  бюретка
25 мл с неопределенностью 0,05 мл);
• неопределенность титрования суб­
станции (бюретка 25 мл с неопреде­
ленностью 0,05 мл)

Атг= 0,2/350-100%=0,057

Л„, = 0,05-25/100 = 0,2 

A v2 = 0,05-25/100=0,2

Специфичность аналитической методики устанав­
ливали по результатам изучения влияния компонен­
тов холостого раствора (уксусная кислота) на резуль­
таты определения. Так, на титрование холостого рас­
твора тратится объем титранта, равный одной капле 
(<0,05 мл), что не влияет на результаты измерения, и 
методика характеризуется достаточной специфично­
стью. Результаты определения специфичности обоб­
щены в таблице 2.

Таблица 2 -  Влияние компонентов холостого раство­
ра на результаты определения

№
Объем титранта, который был потрачен на титрование, мл

«Холостой» раствор Испытуемый раствор

1 1 капля (S0,05 мл) 6.33

2 1 капля (S0,05 мл) 6.35

3 1 капля (S0,05 мл) 6.34

Таблица 3 -  Результаты определения параметров ли­
нейности, прецизионности и правильности методики

Раствор
№

Введено 
Х„ г

Объем титранта,
VeKB, мл

Y,, най­
дено, г Z=Y/X,-100%

1 0,162 5,09 0,162 99,94

2 0,172 5,41 0,172 \ 100,29

3 0,181 5,73 0,182 100,33

4 0,199 6,33 0,200 100,50

5 0,201 6,36 0,202 100,65

6 0,221 6,99 0,222 100,24

7 0,221 6,99 0,222 100,45

8 0,240 7,61 0,241 100,37

9 0,240 7,61 0,239 99.54

Среднее значение Z v 100,26

S0 (стандартное отклонение), % 0,332

Относительный доверительный интервал, 
Az=t(95%,8)-S0(%)=1,8595-S0(%)

0,618

Ошибка, 5=|Zcp—100| 0,26

Линейность, правильность и прецизионность(схо­
димость) методики изучали на 9-ти модельных раство­
рах с концентрацией действующего вещества от 80 до 
120% от номинального содержания, указанного в ме­
тодике, с шагом в 5% [8]. Результаты расчетов пара-
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метров приведены в таблице 3. Статистическую об­
работку экспериментальных данных проводили в со­
ответствии с рекомендациями ГФУ — «Статистический 
анализ результатов химического эксперимента» [7] и 
рекомендаций стандартизированных процедур [8,9].

Для оценки линейности методики полученные дан­
ные обрабатывали методом наименьших квадратов 
для прямой Ү.=Ь*Хжа. График сохраняет линейную за­
висимость во всем интервале исследуемых концен­
траций (рисунок 2), а рассчитанные параметры линей­
ности соответствуют критериям приемлемости для ме­
тодик количественного определения с допусками со­
держания основного вещества В = ±1,5% (таблица 3).

Рисунок 2 -  График зависимости объема титранта 
от концентрации 4-(4-хлорфенил)сульфо-3-этилтио- 
5-аминопиразола в нормализованных координатах

Таблица 4 -  Соответствие рассчитанных валидацион- 
ных параметров методики критериям приемлемости

Параметр Критерий при­
емлемости

Рассчитанное 
значение пара­

метра
Вывод

Линейность

N £2,4 0,5248 Соответствует

s„ £0,79 0,332 Соответствует

Г >0.99833 R2=0,9994
г=0,9997 Соответствует

Правильность

Статистическая незначимость

! max о £ Д /Л ^О .32 0,26 Соответствует

Практическаянезначимость

max а £ max
Дд5*0,32=0,48 0,26 Соответствует

Прецизионность(сходимость)
[а2 £max Ддз=1,5 0,618 Соответствует

Определение правильности и сходимости разрабо­
танной методики проводили на основании тех же ре­
зультатов для модельных растворов. Полученные дан­
ные были статистически обработаны, сравнивались с 
критериями приемлемости (таблица 4). Из данных таб­
лиц 3 и 4 видно, что методика характеризуется дос­
таточной сходимостью и правильностью в диапазоне 
исследуемых концентраций. Найденное значение от­
носительного доверительного интервала Az=0,618% 
меньше критического значения для сходимости ре­
зультатов (1,5%). Систематическая погрешность ме­
тодики 5=0,26 <0,48, то есть практически незначима. 
Критерии сходства методики (статистическая и прак­
тическая незначимость) выполняются.

ВЫВОДЫ
Разработана методика количественного определе­

ния основного вещества вновь синтезированной суб­
станции 4-(4-хлорфенил)сульфо-3-этилтио-5-амино- 
пиразола. Проведенные исследования подтвердили 
соответствие валидационных характеристик методи­
ки критериям приемлемости.

SUMMARY
TKACHENKO P.V.\ KOLESNIK S.V.\ 
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DEVELOPMENT AND 
VALIDATION OF THE METHOD OF 
QUANTITATIVE DETERMINATION 

OF THE SUBSTANCE OF 
4-(4-CHLOROPHENYL)SULPHO- 

3-ETHYLTHEO-5-AMINOPYRAZOLE
A procedure for the quantitative determination of the sub­
stance 4-(4-chlorophenyl)sulfo-3-ethylthio-5-aminopyra- 
zole by the method of non-aqueous potentiometric titra­
tion was developed. The validation characteristics of the 
method were determined and their compliance with the 
acceptance criteria was experimentally confirmed.

Keywords: substance quality indicators, non-aque­
ous potentiometric titration, quantitative determination, 
validation, 5-aminopyrazole derivatives.
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ВРАЧУ НА ЗАМЕТКУ!

ПОВСЕДНЕВНЫЕ ТОВАРЫ, ОПАСНЫЕ ДЛЯ ЗДОРОВЬЯ
Из-за интенсивного использования бытовой химии возникают аллергии, повреждения ды­
хательных путей, кожные заболевания, гипертония. Ежедневно наше тело контактирует с 
500 химическими соединениями, которые различным образом оказывают на нас влияние.

Самыми опасными являются спреи и стиральные порошки. В августе в Российской Феде­
рации шесть наименований детских порошков было включено в «чёрный список».

Росконтроль проверил образцы детских порошков, главное нарушение -  превышение индек­
са токсичности. В исследовании Росконтроля приняли участие 6 видов стиральных порошков: 
«Пемос Детский», «Ушастый нянь», «Аистёнок», Persll Expert Sensitive, «Досенька», Tide «Детский».

Важнейшим показателем безопасности моющего средства выступает индекс токсичнос­
ти. Он показывает, насколько средство опасно для здоровья.

Для детских порошков установлены пределы этого показателя: от 70 до 120% (норматив 
указан в Единых санитарно-эпидемиологических и гигиенических требованиях к товарам, 
подлежащим санитарно-эпидемиологическому надзору (контролю], утвержденных решени­
ем комиссии Таможенного союза 28.05.2010 г.).

У  всех протестированных образцов обнаружена максимальная степень нарушения по ток­
сичности. Худший результат по токсичности показал «Пемос Детский» -  31%. Индекс токсич­
ности порошка «Ушастый нянь» составил 40%, что также находится вне пределов допусти­
мых значений. У  «Аистёнка» этот показатель оказался на уровне 39%, кроме этого экспер­
ты отметили резкий неприятный запах. Persil Expert Sensitive показал индекс токсичности 
в 42%. Также этот образец среди всех протестированных порошков показал максимальное 
значение по токсичным анионным ПАВ (238±38 мг/л), остающимся после стирки. У  «Досень- 
ки» индекс токсичности оказался 41%, а у Tide «Детский» -  47%.

Заключение экспертов однозначно по всем образцам: «По результатам определения ин­
декса токсичности не может использоваться для стирки детского белья».

Российские эксперты также проверили женские прокладки импортных и отечественных 
производителей на безопасность и способность «дышать». Специалисты Роскачества совмест­
но с немецкими коллегами в области сравнительных потребительских испытаний и гинеко­
логами исследовали 31 образец прокладок, произведённых в России и за рубежом. В итоге 
только треть образцов признана качественным товаром.

Результаты исследования приведены на сайте ведомства. Специалисты проверяли про­
дукцию по 41-му критерию.

В группу товаров повышенного качества попали образцы брендов Хаммингс Делайт, На­
тали, ЭКОномочка део, Bella, BIBI и OLA. Также качественной признана продукция брендов 
Organyc, Always, Clever, Милана.

Все остальные образцы были отнесены в группу товаров с нарушениями Единых санитар­
ных эпидемиологических и гигиенических требований. В образце La Fresh были обнаружены 
энтеробактерии, в образце Normal Clinic -  золотистый стафилококк, а в изделиях «Я-НЯНЯ», 
Libresse, Naturella, Ria -  плесневые грибы.

Эксперты констатируют, что такая продукция потенциально может негативно отразить­
ся на женском здоровье.

Предположительно, патогенные микроорганизмы могли быть занесены на различных эта­
пах производства, при упаковке либо хранении товара, в результате человеческого фактора.

Исследователи также обнаружили повышенный уровень изменения pH, что может вы­
звать изменения в микрофлоре и привести к заболеванию.
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