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Запропоновано аналітичну методику кількісного визначення антиоксиданта натрій 

метабісульфіту у ветеринарних препаратах спектрофотометричним методом. На основі 

даних літератури експериментальним шляхом підібрано оптимальні умови аналітичної 

реакції. Для встановлення оптимальних умов аналітичної реакції та отримання стабільного 

аналітичного сигналу досліджено залежність величини аналітичного сигналу від 

температури реакційного середовища, від концентрації п-розаніліну та від тривалості 

реакції. Також перевірено стійкість забарвленої аналітичної форми в часі та досліджено 

лінійну залежність величини аналітичного сигналу від концентрації натрій метабісульфіту. 

Оптимальним є проведення аналітичної реакції за кімнатної температури. Максимальний 

аналітичний сигнал досягається при проведенні аналітичної реакції впродовж 10 хв і потім 

практично не змінюється впродовж години. Для досягнення максимального аналітичного 

сигналу необхідно використовувати 20-кратний надлишок барвника відносно натрій 

метабісульфіту. Аналітичний сигнал залишається стабільним лише впродовж першої 

години, потім поступово починає зменшуватись. Обчислено метрологічні характеристики 

методики визначення метабісульфіту у ветеринарних препаратах, межі 

спектрофотометричного визначення становлять 0,33 – 2,50 мкг/мл. Правильність 

розробленої методики перевіряли на модельних розчинах методом "введено-знайдено" 

способом порівняння в присутності різних біологічно-активних речовин, що входять до складу 

лікарських засобів разом з натрій метабісульфітом. Встановлено вміст натрій 

метабісульфіту у ветеринарних препаратах вітчизняного та закордонного виробництва на 

різних проміжках часу їх зберігання. Показано, що вміст натрій метабісульфіту у 

препаратах зменшується впродовж їх часу зберігання, аж до повного зникнення, що прямо 

впливає на вміст діючої речовини, оскільки за відсутності антиоксиданта починають 

проходити окисні процеси з біологічно активними речовинами препаратів. 

Ключові слова: АНТИОКСИДАНТ, НАТРІЙ МЕТАБІСУЛЬФІТ, П-РОЗАНІЛІН, 

СПЕКТРОФОТОМЕТРІЯ, ВЕТЕРИНАРНІ ПРЕПАРАТИ, ВАЛІДАЦІЯ. 
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An analytical method for the quantitative determination of antioxidant sodium metabisulphite 

in veterinary drugs has been proposed by spectrophotometric method. Based on the literature data, 

the optimal conditions of the analytical reaction were selected experimentally. The dependence of the 

value of the analytical signal on the temperature of the reaction medium, concentration of p-rosaniline 

and duration of the reaction was investigated to establish the optimal conditions of the analytical 

reaction and obtain a stable analytical signal. The stability of the colored analytical form in time was 

also checked and the linear dependence of the value of the analytical signal on the concentration of 

sodium metabisulphite was investigated. The analytical reaction at room temperature is optimal. The 

maximum analaytical signal is achieved by carrying out the analytical reaction for 10 minutes and 

then practically does not change for an hour. To achieve the maximum analytical signal, it is necessary 

to use a 20-fold excess of dye relative to sodium metabisulphite. The analytical signal remains stable 

only for the first hour, then gradually begins to decrease. Metrological characteristics of the method 

of determination of metabisulphite in veterinary drugs are calculated, the limits of spectrophotometric 

determination are 0.33 – 2.50 μg/ml. The correctness of the developed method was checked on model 

solutions by the method of "introduced-found" method of comparison in the presence of various 

biologically active substances that are part of drugs together with sodium metabisulphite. The content 

of sodium metabisulphite in veterinary drugs of domestic and foreign production at different intervals 

of their storage time was established. It is shown that the content of sodium metabisulphite in drugs 

decreases during their storage time, until complete disappearance, which directly affects the content 

of the active substance, because in the absence of antioxidant oxidative processes with biologically 

active substances begin to take place. 

Keywords: ANTIOXIDANT, SODIUM METABISULPHITE, P-ROSANILINE, 

SPECTROPHOTOMETRY, VETERINARY DRUGS, VALIDATION. 

 

Створення ефективних ветеринарних препаратів пов’язане з використанням великої 

кількості допоміжних речовин. Серед них особливо важлива роль належить так званим 

«активним» допоміжним речовинам, тому що саме вони зумовлюють фізико-хімічні 

характеристики та фармакокінетику лікарських форм ветеринарних препаратів (ВП), а також 

забезпечують незмінність структури і функції активних фармацевтичних інгредієнтів (АФІ) 

лікарських засобів упродовж визначеного терміну придатності. До таких допоміжних речовин 

належить ряд стабілізуючих речовин, зокрема, антиоксиданти різної хімічної природи. У 

виробництві водних ін’єкційних розчинів використовують антиоксиданти, що мають високу 

хімічну активність. Відомо, що у водному середовищі ін’єкційних розчинів можуть доволі 

активно відбуватися різні хімічні процеси. Серед них найбільш поширеними є окиснювально-

відновні реакції, що часто призводять до прямого окиснення молекул АФІ або їх 

окиснювального гідроксилювання тощо. 

Антиоксиданти, легко взаємодіючи з вільними радикалами, атомарним та розчиненим 

молекулярним киснем – основними чинниками окиснювальних процесів, позбавляють їх 
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здатності до окиснення АФІ, забезпечуючи тим самим заявлену виробником ефективність 

ветеринарних препаратів, при дотриманні споживачем умов зберігання та застосування ВП. 

Для виготовлення готових лікарських форм цілого ряду ін’єкційних ВП, до складу яких 

входять антибіотики лінкоміцин, спектиноміцин, канаміцин, гентаміцин, левамізол, тилозин 

та ін., як антиоксидант використовують натрій метабісульфіт – відносно дешеву, ефективну та 

малотоксичну речовину (рис. 1). Вміст цієї допоміжної речовини в ін’єкційних ВП у процесі 

зберігання зменшується, часто до повного зникнення, через взаємодію натрій метабісульфіту 

з киснем, присутнім у розчині та в повітрі над поверхнею розчину препарату у флаконі. Це 

призводить до зменшення концентрації АФІ та утворення неактивних, здебільшого токсичних 

продуктів його окиснення, що призводить до негативних наслідків лікування при вживанні 

таких ВП [Salem et al., 2007]. 

 
Рис. 1. Структурна формула натрій метабісульфіту 

 

Відповідно до вимог Європейської Фармакопеї (Eur. Ph., 2016) та Державної 

Фармакопеї України (ДФУ) (ДФУ, 2014) кількісне визначення основної речовини у субстанції 

натрій метабісульфіту виконують методом йодометричного титрування. Кількісне визначення 

натрій метабісульфіту, як антиоксиданта, у складі ін’єкційного препарату фенолдопаму 

месилату, згідно з вимогами Американської Фармакопеї (USP 40-NF 35, 2016) проводять 

також методом йодометричного титрування. 

Більшість даних літератури стосується визначення сульфітів в їжі та напоях, а також 

підземних водах, ґрунтах та промислових відходах. У періодичній науковій літературі для 

визначення натрій метабісульфіту пропонують титриметричні (Yogendra Kumar et al., 2006), 

спектрофотометричні (Fatibello-Filho & Da Cruz Vieira, 1997; Silva et al., 1998; Geetha & 

Balasubramanian, 2000; Marczenko & Balcerzak, 2000; Yang et al., 2002; Hassan et al., 2006; Li & 

Zhao, 2006; Abdul Galil et al., 2008; Ma et al., 2013; Saleem & Shekho, 2018), різні варіації 

електрохімічних методів – потенціометричні (Hassan et al., 2001), амперометричні (Hart et al., 

2002; Pournaghi-Azar et al., 2003; Quinto et al., 2006) та вольтамперометричні (Manihar et al., 

1999) методики. Також досить поширеним є метод високоефективної рідинної хроматографії 

з різними детекторами – спектрофотометричними (Rethmeier et al., 1997; Pizzoferrato et al., 

1998; Zuo & Chen, 2003), флуориметричними (Miura et al., 2002) чи кондуктометричними 

(Hissner et al., 1999; Ubuka et al., 2001). 

Однією з перших розроблених спектрофотометричних методик визначення сульфітів є 

методика з використанням п-розаніліну (рис. 2) (West & Gaeke, 1956; King & Pruden, 1969; 

Blacker et al., 1973). Існує багато її модифікацій (Li & Zhao, 2006; Almeida et al., 2018). 
 

 

Рис. 2. Структурна формула п-розанілін гідрохлориду 

 

Саме один з таких варіантів методики ЄФ пропонує для визначення сульфітів у 

субстанції глюкози (Eur. Ph., 2016). Одним з вразливих місць аналітичної реакції цієї методики 

є те, що залежно від умов, як продукт реакції, утворюється сульфіт-п-розінілін різного складу, 
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оскільки з однією молекулою барвника може взаємодіяти або одна, або дві, або й три молекули 

сульфіту (Robins et al., 1980). 

За використаних умов утворюється найбільш ймовірний продукт реакції пурпурового 

кольору – п-розанілінхлоридметиленсульфонова кислота (рис. 3). 

 

 
 

Рис. 3.  Структурна формула пурпурового продукту реакції 

 

Використання пропонованої методики вимагає додаткових досліджень. Тому, метою 

нашої роботи було встановлення умов кількісного визначення натрій метабісульфіту з п-

розаніліном у готових лікарських формах ветеринарних препаратів спектрофотометричним 

методом, розробка альтернативної методики та обчислення її метрологічних характеристик. 

Матеріали і методи. Об'єкт дослідження: ветеринарні препарати вітчизняного 

виробництва, що, згідно з реєстраційним посвідченням, містять натрій метабісульфіт. 

У роботі використовували стандартні зразки діючих та допоміжних речовин 

фармакопейної чистоти, виробництва фірми Sigma-Aldrich (Німеччина). 

СФ-вимірювання проводили на скануючому спектрофотометрі UV-2600, (Shimadzu, 

Японія) у кварцових кюветах з товщиною поглинаючого шару l = 1 см. 

У роботі використовували посуд лабораторний мірний клас А ("Simax", Чехія), 

електронну вагу ("Аxis", Чехія). 

Готування реактивів 

Готування 18,5 % розчину хлоридної кислоти 

Змішують однакові об’єми (по 40 см3) 37 % хлоридної кислоти і води у мірному 

циліндрі з притертим корком, ємністю 100 см3. 

Готування розчину п-розаніліну 

100 мг п-розаніліну розчиняють в хімічному стакані, ємністю 500 см3, додають 300 см3 

води, 80 см3 розчину 18,5 % хлоридної кислоти. Перемішують упродовж 1 год за допомогою 

магнітної мішалки, кількісно переносять до мірної колби, ємністю 500 см3 і доводять до мірної 

риски водою. Розчин готують за 12 год до визначення. 

Готування розчину натрій тетрахлормеркурату (Na ТХМ) 

4,7 г натрій хлориду та 10,9 г гідраргірум (ІІ) хлориду розчиняють у 1900 см3 води 

в хімічному стакані, ємністю 2000 см3. Перемішують за допомогою магнітної мішалки 

приблизно 1 год, кількісно переносять до мірної колби, ємністю 2000 см3 та доводять до мірної 

риски тим самим розчинником. 

Готування розчину формаліну 

2 см3 37 % формаліну розчиняють в мірній колбі, ємністю 100 см3 водою, доводять до 

мірної риски тим самим розчинником та ретельно перемішують. Відбирають 2 см3 в мірну 

колбу, ємністю 100 см3, доводять тим самим розчинником до мірної риски та ретельно 

перемішують. 

Готування розчинів робочих зразків 
Готування холостого розчину 

Змішують 1 см3 розчину Na ТХМ, додають 5 см3 розчину п-розаніліну, 10 см3 

формаліну, струшують і залишають на 3 хв у темному місці. 

Готування розчину робочого стандартного зразка натрій метабісульфіту чи натрій 

сульфіту (РСЗ) 
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300 мг (точна наважка) стандартного зразка натрій метабісульфіту, у мірній колбі, 

ємністю 100 см3, доводять до мірної риски розчином Na ТХМ та ретельно перемішують. 

Відбирають 1 см3 розчину в мірну колбу, ємністю 100 см3, додають 50 см3 розчину Na ТХМ 

і доводять до мірної риски водою. Відбирають 1 см3 розчину в пробірку, ємністю 20 см3 

з корком, додають 5 см3 розчину п-розаніліну, 10 см3 розчину формаліну, збовтують 

і залишають на 15 хв (ТРСЗ=1,856 мкг/мл) 

Готування розчину робочого досліджуваного зразка препарата (РДЗ) 

10,0 г (точна наважка) препарату, у мірній колбі, ємністю 5 см3, доводять до мірної 

риски розчином Na ТХМ та ретельно перемішують. Відбирають 1 см3 розчину в мірну колбу, 

ємністю 100 см3, додають 50 см3 розчину Na ТХМ і доводять до мірної риски водою. 

Відбирають 1 см3 розчину в пробірку, ємністю 20 см3 з корком, додають 5 см3 розчину 

п-розаніліну, 10 см3 розчину формаліну, збовтують і залишають на 15 хв. 

Проведення випробування 

Вимірюють інтенсивність світлопоглинання спектрофотометрично за довжини хвилі 

λmax = 579±2 нм у кюветі з довжиною оптичного шляху 1 см, проти холостого розчину. 

Обчислення результатів випробування 

Вміст натрій метабісульфіту, вираженого в мг/мл, обчислюють за формулою: 

...

...

стстпр

прстст

РAm

РAWm
C







 

де: mст.  –  маса наважки стандартного зразка натрій метабісульфіту, використана для 

аналізу, мг; 

Wcт.  –  масова частка натрій метабісульфіту, %; 

Aст.  –  значення інтенсивності світлопоглинання РСЗ; 

Р.   –  розведення стандарту; 

mпр.  –  маса наважки препарату, використана для аналізу, г; 

    –  густина препарату, г/мл; 

Aпр.  –  значення інтенсивності світлопоглинання РДЗ; 

Рпр.  –  розведення препарату. 
 

Результати й обговорення. При взаємодії натрій метабісульфіту з п-розаніліном на 

електронних спектрах світлопоглинання продукту (рис. 4) спостерігається поява нового 

максимуму при λmax = 579±2 нм, оптична густина якого пропорційна концентрації натрій 

метабісульфіту у розчині. 

 
Рис. 4. Електронні спектри світлопоглинання забарвленої аналітичної форми 

натрій метабісульфіту з п-розаніліном 
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Для встановлення оптимальних умов аналітичної реакції та отримання стабільного 

аналітичного сигналу було досліджено залежність величини аналітичного сигналу від 

температури реакційного середовища, від концентрації п-розаніліну та від тривалості реакції. 

Також перевірено стійкість забарвленої аналітичної форми у часі та досліджено лінійну 

залежність величини аналітичного сигналу від концентрації натрій метабісульфіту. 

Встановлено, що оптимальним є проведення аналітичної реакції за кімнатної 

температури, оскільки зниження температури реакційного середовища вимагає додаткових 

маніпуляцій, а аналітичний сигнал зростає лише на 0,03 (рис. 5). 

 
Рис. 5. Залежність величини аналітичного сигналу від температури реакційного середовища 

 

Максимальний аналітичний сигнал досягається при проведенні аналітичної реакції 

впродовж 10 хв і потім практично не змінюється впродовж 1 години (рис. 6). 

 
Рис. 6. Залежність величини аналітичного сигналу від тривалості реакції 

 

Методом насичення встановлено необхідну концентрацію п-розаніліну для досягнення 

максимального аналітичного сигналу (рис. 7), яка рівна 20-кратному надлишку барвника 

відносно натрій метабісульфіту. 

 
 

Рис. 7. Залежність величини аналітичного сигналу від концентрації п-розаніліну 
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Дослідження стійкості забарвленої аналітичної форми впродовж доби показало, що 

аналітичний сигнал залишається стабільним лише впродовж першої години, потім поступово 

починає зменшуватись (рис. 8). 

 
Рис. 8. Стійкість забарвленої аналітичної форми в часі 

 

Проведеними дослідженнями було встановлено умови взаємодії натрій метабісульфіту 

з п-розаніліном і розроблено нову методику визначення концентрації цього відновника у 

розчинах лікарських засобів. На рис. 9 наведена крива залежності величини аналітичного 

сигналу від концентрації аналіту і, як видно з рис. 9, ця залежність є лінійною. У табл. 1 

наведені метрологічні характеристики спектрофотометричного визначання натрій 

метабісульфіту з п-розаніліном. 

 
Рис. 9. Лінійна залежність величини аналітичного сигналу від концентрації аналіту. 

 

Результати, наведені у табл. 1, є свідченням того, що розроблена методика 

характеризується широкими межами лінійності, доволі високою чутливістю, співмірною 

з відомими спектрофотометричними методиками визначання натрій метабісульфіту. 

 
Таблиця 1 

 

Характеристики спектрофотометричного визначення натрій мета бісульфіту 
 

Параметри Отримані значення 

Межі спектрофотометричного визначення, мкг/мл 0,33 – 2,50 

Рівняння графіка А=-0,107+0,442∙С 

Межа виявлення, мкг/мл 0,11 

Межа визначення, мкг/мл 0,33 

Коефіцієнт кореляції 0,9993 

 

Правильність розробленої методики перевіряли на модельних розчинах методом 

"уведено-знайдено" способом порівняння за присутності різних біологічно активних речовин, 

що входять до складу лікарських засобів, разом з натрій метабісульфітом. Результати, наведені 
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у табл. 2, є підтвердженням того, що методики є селективними стосовно вибраних сполук, 

характеризуються високою відтворюваністю, понад те, похибка визначення натрій 

метабісульфіту не перевищує похибки спектрофотометричного методу. 
Таблиця 2 

 

Результати спектрофотометричного визначення натрій метабісульфіту у модельних розчинах 
 

Субстанція 
Введено, 

мкг 

Назва додаткової 

субстанції 
Введено, мг 

Знайдено 

n

tS
x 


 , мкг Sr 

Натрій 

метабісульфіт 
100 

– – 100 ± 2 0,025 

Тилозин тартрат 20 101 ± 2 0,031 

Левамізол 10 101 ± 2 0,030 

 

Розроблену методику використовували для визначення натрій метабісульфіту 

у готових лікарських формах ветеринарних препаратів (табл. 3). 
Таблиця 3 

 

Результати визначення натрій метабісульфіту у ветеринарних препаратах 
 

№ 

п/п 

Назва препарату, 

серія 

Фірма-

виробник, 

країна 

Термін придатності Вміст Na2S2O5, мг/мл 

Виготов-

лено 

Придатний 

до 

Внесено при 

виготов-

ленні 

Виявлено 

2017 2018 2019 

1 Левамізол 10 % 
«O.L.KAR», 

Україна 
12.2015 р. 12.2018 р. 1,6 1,37 1,04 0,23 

2 Бровалевамізол 8 % 
«Бровафарма», 

Україна 
12.2015 р. 12.2018 р. 1,6 0,45 0,09 0,004 

3 Гентавет 10 % 
«Ветсинтез», 

Україна 
03.2016 р. 03.2018 р. 3,2 2,12 1,56 0,43 

4 Декавіт 
«Ветсинтез», 

Україна 
03.2016 р. 03.2018 р. 14,8 8,24 3,12 0,38 

 

З результатів, наведених у табл. 3, можна стверджувати, що упродовж терміну 

зберігання та після його завершення вміст натрій метабісульфіту зменшується у складі різних 

препаратів з неоднаковою інтенсивністю, в окремих препаратах – практично до повного 

зникнення. 

 

В И С Н О В К И 

 

1. Досліджено оптимальні умови реакції натрій метабісульфіту з п-розаніліном – 

залежність величини аналітичного сигналу від температури реакційного середовища, від 

концентрації п-розаніліну та від тривалості реакції, а також стійкість забарвленої аналітичної 

форми в часі. На основі цих даних розроблено методику спектрофотометричного визначення 

натрій метабісульфіту. 

2. Досліджено лінійну залежність величини аналітичного сигналу від концентрації 

натрій метабісульфіту та обчислено метрологічні характеристики розробленої методики. 

3. Правильність розробленої методики перевірено на модельних розчинах методом 

"введено-знайдено" способом порівняння у присутності різних біологічно-активних речовин, 

що входять до складу лікарських засобів разом з натрій метабісульфітом. 

4. Визначено вміст натрій метабісульфіту у різних готових лікарських формах 

ветеринарних препаратів на різних етапах терміну їх придатності та після нього. Показано, що 

впродовж терміну зберігання вміст натрій метабісульфіту зменшується у різних препаратів з 
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різною інтенсивністю аж до практично повного його зникнення до завершення цього терміну, 

що, очевидно, призводить до втрати придатності лікарського засобу. 

5. Зникнення натрій метабісульфіту у складі препарату до закінчення терміну його 

придатності може бути наслідком різноманітних причин, зокрема: використання неякісного 

натрій метабісульфіту; надто інтенсивне перемішування розчину препарату в процесі 

приготування; використання підвищеної температури при розчиненні компонентів препарату; 

забруднення повітря у виробничому приміщенні тощо. 

6. Для запобігання повного зникнення, внесеного за технологічним розрахунком, натрій 

метабісульфіту у складі виготовлюваного лікарського засобу, виробник повинен здійснювати 

вхідний контроль цього відновника, а також контролювати його вміст у свіжовиготовленому 

препараті ще до моменту його розливу у спожиткове паковання. 

Перспективи досліджень. Буде проведено визначення вмісту АФІ та натрій 

метабісульфіту, а також досліджено кореляцію їх вмісту у ветеринарних препаратах впродовж 

часу їх зберігання та після завершення цього терміну. 
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