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Для количественной оценки активного вещества в препарате «Кальций фолинат» нами 
была разработана методика спектрофотометрического определения, основанная на фотомет
рической реакции получения азокраски с раствором оксалата N-( 1 -нафтил)-К - 
диэтилэтилендиамина с предварительным разрушением фолиевой кислоты в составе 
препарата. Для обоснования и доказательства целесообразности выбранной методики нами 
была проведена валидация методики количественной оценки содержания кальция фолината 
по параметрам специфичность, линейность, сходимость и правильность.

Ключевые слова: «Кальции фолинат», СФ, 
димость и правильность.

В основе концепции GMP лежит принци
пиально новый подход к обеспечению каче
ства лекарственных средств, а именно: пере
ход от контроля качества готовой продукции 
к обеспечению ее качества во время процесса 
производства. При этом объектами контроля, 
в первую очередь, становятся как сам процесс 
производства, так и различные производ
ственные факторы. Без постоянного контроля 
нельзя поддерживать производство в соответ
ствии со стандартами GMP. В результате 
внедрения отечественными предприятиями 
требований международного стандарта GMP, 
прежде всего, устраняются негативные мо
менты в производственном процессе, что 
естественно положительно отражаются на 
качестве производимых лекарственных 
средств, а это приближает признание качества 
выпускаемой продукции на любом фармацев
тическом рынке мира [1-2].

Целью данной работы является разра
ботка спектрофотометрического метода ко
личественного определения кальция фолина
та и валидация разработанной методики с 
использованием предложенных в работе 
подходов к процедуре определения оценки 
приемлемости линейности, специфичности, 
правильности и сходимости.

Материалы и методы исследования. 
Объектом исследования является препарат 
«Кальций фолинат» лиофилизат для приго-

валидация, специфичность, линеиность, схо-

товления раствора для инъекций во флако
нах.

В работе были использованы образцы 
коммерчески доступных субстанций кальций 
фолината, химические реактивы фирмы 
«Sigma-Aldrich» (США) и « Hi-Media» (Ин
дия). А также использовали двухлучевой 
спектрофотометр UV-1800 (Shimadzu, Япо
ния). Условия проведения испытаний: тем
пература в помещении должна быть не выше 
25°С, влажность не более 65%. Спектры по
лучали в интервале длин волн 200 до 700 нм. 
В качестве раствора сравнения использовали 
бланк [3].

Экспериментальная часть. Для прове
дения процесса валидации готовили раство
ры кальция фолината разной концентрации.

Приготовление СО кальция фолината.
50,0 мг стандартного образеца (СО) кальция 
фолината помещали в мерную колбу 
вместимостью 100 мл, доводили до метки 
очищенной водой и перемешивали. К 30 мл 
полученного раствора, точно отмеренных, 
добавили 20 мл разбавленной кислоты хло
ристоводородной и воды, чтобы получилось 
ровно 100 мл. Пипеткой на 60 мл каждого из 
этих растворов добавили 0,5 г порошка 
цинка и оставили на 20 минут при частом 
встряхивании. Профильтровали через сухую 
фильтровальную бумагу и выбросили 
первые 10 мл фильтрата. Отбирали пипеткой
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no 10 мл фильтрата и добавили воды, чтобы 
получилось ровно 100 мл. К 4 мл 
полученного раствора прибавили 1 мл воды, 
1 мл разведенной кислоты хлористоводород
ной и 1 мл раствора натрия нитрита 
(1:1000), хорошо перемешивали и оставили 
на 2 мин. К полученному раствору добавили 
по 1 мл раствора аммония амидосульфата (1 
к 200), тщательно перемешивали и оставили 
на 2 мин. К полученному раствору добавили 
по 1 мл раствора оксалата ]Ч-(1-нафтил)-]Ч[- 
диэтилэтилендиамина (1 к 1000), 
встряхивали, оставили на 10 минут и 
добавили воду, чтобы получилось ровно 20 
мл.

Приготовление испытуемого раствора.
50,0 мг препарата помещали в мерную колбу 
вместимостью 100 мл, доводили до метки 
очищенной водой и перемешивали. К 30 мл 
полученного раствора, точно отмеренных, 
добавили 20 мл разбавленной кислоты хло
ристоводородной и воды, чтобы получилось 
ровно 100 мл. Пипеткой на 60 мл каждого из 
этих растворов добавили 0,5 г порошка 
цинка и оставили на 20 минут при частом 
встряхивании. Профильтровали через сухую 
фильтровальную бумагу и выбросили 
первые 10 мл фильтрата. Отбирали пипеткой

по 10 мл последующего фильтрата и 
добавили воды, чтобы получилось ровно 100 
мл. К 4 мл полученного раствора прибавили 
1 мл воды, 1 мл разведенной кислоты хлори
стоводородной и 1 мл раствора натрия 
нитрита (1:1000), хорошо перемешивали и 
оставили на 2 мин. К полученному раствору 
добавили по 1 мл раствора амидосульфата 
аммония (1 к 200), тщательно перемешивали 
и оставили на 2 мин. К полученному 
раствору добавили по 1 мл раствора оксалата 
N-( 1 -нафтил)-!4}-диэтилэтилендиамина (1 к 
1000), встряхивали, оставили на 10 минут и 
добавили воду, чтобы получилось ровно 20 
мл.

Приготовили испытуемых растворов с 5 
разной концентрацией зависимо от навески 
образцов, соответственно: 40 мг (80 %), 45 
мг (90 %), 50 мг (100 %), 55 мг (110 %), 60 мг 
(120 %).

Измеряли оптическую плотность полу
ченных растворов на спектрофотометре при 
длине волны 564±5 нм в кювете с толщиной 
слоя 10 мм, в качестве сравнительного рас
твора используется вода очищенная.

Содержание кальция фолината (X) в 
препарате в %, вычисляют по формуле:

А  • т  о • Р  

D 0 • rti\
Где:
Di -  оптическая плотность испытуемого раствора;
Do- оптическая плотность раствора РСО кальция фолината; 
mi -  масса навески испытуемого образца, мг; 
то -  масса навески РСО кальция фолината, мг;
Р -  фактическое содержание кальция фолината в стандартном образце, %. 
Все расчеты производили в программе Microsoft Office Excel.

Результаты и их обсуждение.
Специфичность
Проводили измерение раствора бланка, стандартного раствора и испытуемого раствора. 

Результаты испытаний образцов, полученных на спектрофотометре при длине волны 564 нм 
приведены в таблице 1.
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Таблица 1
Результаты валидации по параметру специфичность

Образец Оптическая плотность, АЕ

Бланк 0,001
Стандартный раствор 0,357

Испытуемый раствор (100%) 0,353

Линейность
Готовили и проводили измерения испытуемых растворов с различной концентрацией дей
ствующего вещества в интервале от 80 до 120%. Результаты оптической плотности, полу
ченные в ходе анализа образцов кальция фолината разной концентрации приведены в табли
це 2.

Таблица 2
Результаты валидации по параметру линейность

Уровень концен
трации, %

X (концентрация, навески 
образцов в мг)

Y (Оптическая плот
ность, АЕ)

80 40,12 0,283
80 40,07 0,281
90 45,01 0,315
90 45,09 0,316
100 50,06 0,352
100 50,00 0,350
110 54,99 0,386
110 55,04 0,388
120 59,96 0,421
120 60,01 0,423

Таблица 3
Расчеты, полученные после статистической обработки результатов

параметра линейности

Статистические характеристики Результаты

Наклон а 0,00707
Отрезок на оси ординат Ь: -0,00186

Коэффициент корреляции г. 0,9998
Уравнение прямой Y=0,00707x-0,00186

По полученным данным установили зависимость оптической плотности от концентра
ции кальция фолината в растворе. В программе также строится линия тренда и определяется 
уравнение регрессии.
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Зависимость оптической плотности от концентрации Кальция
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Рис. 1. Диаграмма зависимости оптической плотности от концентрации кальция
фолината в растворе

Сходимость
По вышеприведенной методике количественного определения готовили 6 растворов 

препарата при 100% концентрации действующего вещества. Результаты валидации по пара
метру сходимость приведены в таблицах 4-5.

Таблица 4
Результаты валидации по параметру сходимость, полученные химиком-1

Оптическая плотность, 
АЕ

Определенное содержание 
кальция фолината, % Xi-Xcp (Xi-Xcp)2

0,352 99,94 -0,0094 0,0001
0,352 100,06 0,0026 0,0000
0,351 99,90 -0,0129 0,0002
0,352 100,11 0,0076 0,0001
0,351 100,35 0,0316 0,0010
0,352 99,84 -0,0194 0,0004

Примечание: Навеска РСО кальция фолината -  50,06 мг, оптическая плотность раствора 
РСО кальция фолината -  0,352 АЕ

Таблица 5
Результаты валидации по параметру сходимость, полученные химиком-2

Оптическая плотность, 
АЕ

Определенное содержание 
кальция фолината, % Xi-Xcp (Xi-Xcp)2

0,350 100,13 0,0145 0,0002
0,351 99,91 -0,0075 0,0001
0,351 99,81 -0,0175 0,0003
0,350 100,10 0,0115 0,0001
0,351 100,02 0,0035 0,0000
0,351 99,94 -0,0045 0,0000

Примечание: Навеска РСО кальция фолината -  49,94 мг, оптическая плотность раствора 
РСО кальция фолината -  0,350 АЕ
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Таблица 6
Расчеты, после статистической обработки результатов параметра сходимости, полу

ченные химиком 1 и 2

Статистические характеристики Результаты 
Химик-1

Результаты
Химик-2

Наименьшее значение, % 99,84 99,81
Наибольшее значение, % 100,35 100,13

Среднее значение 100,03 99,99
Стандартное отклонение 0,00037 0,00012
Коэффициент вариации 0,00037 0,00012

Нижняя граница доверительного интервала (Р=95%) 100,03 99,99
Верхняя граница доверительного интервала (Р=95%) 100,03 99,99

tkp(95% и Ni+N2-k=10) 2,228 0,202

F(95% fi=Ni-l;f2=N2-l) 5,05 0,098

Правильность
Готовили и проводили измерения испытуемых растворов с концентрацией действующего 

вещества в интервале от 80 до 120%: 3 раствора с концентрацией действующего вещества 
80%, 3 раствора с концентрацией действующего вещества 90%, 3 раствора с концентрацией 
действующего вещества 100%, 3 раствора с концентрацией действующего вещества 110% и 3 
раствора с концентрацией действующего вещества 120%. Результаты валидации по парамет
рам правильности приведены в таблице 6. Навеска РСО кальция фолината -  50,06 мг, оптиче
ская плотность раствора РСО кальция фолината -  0,352 АЕ [4-5].

Таблица 7
Полученные данные по параметрам правильности валидации

Уровень концентра
ции, %

Оптическая плотность, АЕ Определенное содержание 
кальция фолината, %

Отклонение, %

80 0,283 80,21 0,26
80 0,281 79,74 -0,33
80 0,280 79,57 -0,53
90 0,315 89,52 -0,53
90 0,316 89,65 -0,39
90 0,314 89,69 -0,34
100 0,350 99,94 -0,06
100 0,352 100,06 0,06
100 0,353 99,90 -0,10
110 0,386 109,74 -0,23
110 0,388 110,21 0,19
110 0,386 109,49 -0,47
120 0,421 119,75 -0,21
120 0,423 120,22 0,19
120 0,422 120,25 0,21

Среднее -0,15
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Таблица 8

Расчеты, полученные после статистической обработки результатов параметра пра
вильности

Статистические характеристики, % Результаты
Среднее значение 99,85
Стандартное отклонение 0,2811
Коэффициент вариации 0,2816
Нижняя граница доверительного интервала (Р=95%) 99,69
Верхняя граница доверительного интервала (Р=95%) 100,01

Выводы
1. Проведена валидация аналитической методики препарата «Кальций фолинат» лиофи- 

лизат для приготовления раствора для инъекций. Результаты, полученные в процессе вали
дации, свидетельствуют о том, что метод, указанный в нормативном документе, является 
достоверным -  это подтверждают результаты, полученные в процессе валидации.
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“КАЛЬЦИЙ ФОЛИНАТ” ПРЕПАРАТИНИ МИКДОРИНИ АШЩЛАШ УСУЛИНИ
ИШЛАБ ЧИКИШ ВА ВАЛИДАЦИЯЛАШ

Тошкент фармацевтика института 
*e-mail: xusainova_79@inbox.ru

«Кальций фолинат» препарата таркибидаги фаол моддани микдорини аникдаш учун биз 
томонимиздан спектрофотометрик тахлил усули ишлаб чикилди, унга кура 1Ч-(1-нафтил)-М- 
диэтилэтилендиамин оксапат эритмаси иштирокида азобуёк хосил булиши, препарат 
таркибидаги фол кислотасини парчалашга асосланган рангли реакциясига биноан олиб 
борилди. Кальций фолинатни микдорини ашщлашда усулнинг тугри танланганлиги ва 
олинган натижаларнинг яроклилигини исботлаш учун валидациани спецификлик, 
чизиклилик, мослилик ва тугрилилик каби курсаткичлари билан исботланди.
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Abdullayeva Nilufar Kahramonovna, Khusainova Raikhona Ashrafovna, Yunuskhodzhieva Nigora
Elmurod kizi

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE METHOD OF QUANTITATIVE 
DETERMINATION OF THE DRUG "CALCIUM FOLINATE"

Toshkent Pharmaceutical Institute 
*e-mail: xusainova_79@inbox.ru

To quantify the active substance in the preparation "Calcium folinate", we have developed a 
spectrophotometric determination technique based on the photometric reaction of obtaining-azo 
paint with a solution of N-(l-naphthyl) oxalate-N-diethylethylenediamine with preliminary destruc
tion of folic acid in the composition of the drug. To substantiate and prove the expediency of the 
chosen methodology, we carried out validation of the quantitative assessment of the calcium foli
nate content by the parameters specificity, linearity, convergence and correctness.
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