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A novel sensitive kinetic photometric method for the Benzalkonium Chloride (BAC) determination has 
been developed. The method is based on the ability to inhibit the reaction of Acetylcholine hydrolysis 
by cholinesterase. The reaction rate is evaluated by the non-hydrolysed Acetylcholine residue, which is 
determined by the amount of Peracetic acid, produced during the interaction with the excess of H2O2. Indicator 
reaction is an interaction of p-phenetidine with Peracetic acid that leads to the formation of 4,4'-azoxyphenetole 
with λmax = 358 nm (lg ε = 4.2). The conditions affecting the reaction (reagents concentration, pH, order of 
addition of reagents, stability in time) have been optimized. The linear dependence has been obeyed in 
the range of (1.4-8.4)·10-6 mol L-1 of  BAC with correlation coefficient of 0.999. The assay LOQ (20 % of the 
inhibition degree) has been 1.9·10-6 mol L-1. The proposed method has been successfully applied to the 
analysis of the eye drops and has shown an accuracy and reliability of the results obtained.
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Розроблено новий чутливий кінетичний фотометричний метод визначення бензалконій 
хлориду (BAC). Метод заснований на здатності інгібувати реакцію холінестеразного гідролізу 
ацетилхоліну. Швидкість реакції оцінюють за негідролізованим залишком ацетилхоліну, який 
визначається кількістю перацетатної кислоти, що утворюється в результаті взаємодії його з 
надлишком H2O2. Індикаторною реакцією є взаємодія п-фенетидину з перацетатною кислотою, 
що призводить до утворення 4,4'-азоксіфенетолу з λmax = 358 нм (lg ε = 4.2). Оптимізовано 
умови, що впливають на реакцію (концентрація реагентів, рН, порядок додавання реагентів, 
стабільність у часі). Лінійна залежність для BAC виконувалася в інтервалі (1.4-8.4)·10-6 моль/л 
з коефіцієнтом кореляції 0.999. Межа кількісного визначення, LOQ (20 % від ступеня інгібування) 
становила 1.9·10-6 моль/л. Запропонований спосіб успішно застосований для аналізу очних 
крапель та засвідчив точність і достовірність отриманих результатів.
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Preservatives are substances that are commonly 
added to various pharmaceutical preparations, cosmetic 
products in order to prolong their shelf life [1-3]. 

The addition of preservatives to such products, 
especially to those that have higher water content, 
is essential for avoiding alteration and degradation 
by microorganisms during storage. They are used 
in sterile preparations such as eye drops and multi-
dose injections to maintain sterility during application 
[3]. However, these preservatives may be harmful 
to consumer due to their tendency to induce allergic 

contact. Hence the simultaneous determination of 
these preservatives in commercial pharmaceutical 
products is particularly important both for the quality 
assurance and consumer safety.

Several chemical derivatives of the quaternary 
ammonium ion have been used as preservatives. In 
each instant, the added ingredient must be harmless 
in the amount used; does not exceed the minimum 
quantity required to provide its intended effect, its 
presence should not impair the bioavailability, the 
therapeutic efficacy or safety of the official preparation, 


