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Актуальность. Газовая хроматография – метод, позволяющий быстро и точно провести качественный и количественный анализ 
компонентов различных смесей, а также разделить их на составные части. Этот метод широко используется в различных отрас-
лях промышленности, в том числе и фармацевтической. 
Цель исследования. Разработка и валидация методики определения остаточных органических растворителей в субстанции 
биологически активного соединения (БАС) N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуанидина (VMA-13-15) методом газо-
вой хроматографии. 
Материал и методы. Объект исследования – лабораторные образцы БАС VMA-13-15 (серия 2017, 2018 и 2019), а также стан-
дартные образцы метанола (ГСО 8461-2003) и диэтилового эфира (ОСТ-84-2006-88) квалификации х.ч. Определение остаточ-
ных органических растворителей проводили методом газовой хроматографии на приборе «Кристалл-2000М». 
Результаты. Разработана методика определения остаточных органических растворителей в субстанции БАС N-[2-[4-оксо-
3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуанидина методом газовой хроматографии. Методика валидирована по показателям: специ-
фичность, линейность, правильность и прецизионность. 
Выводы. Методика определения остаточных органических растворителей N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-
гуанидина может быть рекомендована для включения в проект нормативной документации. 
Ключевые слова: БАС, газовая хроматография, валидация. 
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Перспективным направлением в лечении 
ишемической болезни сердца является создание 
кардиопротекторных препаратов, повышающих 
устойчивость кардиомиоцитов к ишемии. С этой 
целью на кафедре фармацевтической и токсиколо-
гической химии Волгоградского государственного 
медицинского университета было синтезировано 
биологически активное соединение (БАС), произ-
водное хиназолина N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназоли-
нил] пропионил]-гуанидин (VMA-13-15) [1]. 

Изучение схемы синтеза исследуемого БАС 
показало использование при его получении и пе-
рекристаллизации таких органических раствори-
телей, как метанол и диэтиловый эфир [2]. Не-

смотря на то, что БАС подвергается тщательной 
очистке, на конечной стадии в нем могут обнару-
живаться минимальные количества указанных 
растворителей. Поэтому актуальной является раз-
работка методики идентификации и количествен-
ного определения возможных примесей остаточ-
ных органических растворителей.  

Согласно требованиям ОФС.1.1.0008.15, 
остаточные органические растворители распреде-
лены на три класса по предельно допустимому со-
держанию в лекарственных средствах и степени 
их возможного влияния на здоровье человека. Ме-
танол относится ко второму классу токсичности с 
предельным содержанием 0,3%. Согласно фарма-
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копейной статье, диэтиловый эфир относится к 
третьему классу токсичности, его содержание не 
должно превышать 0,5% [3]. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − разработка 
и валидация методики определения остаточных 
органических растворителей в субстанции БАС  
N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуани-
дина методом газовой хроматографии. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Определение остаточных органических рас-

творителей проводили методом газовой хромато-
графии на приборе «Кристалл-2000М» (зав. номер 
6596), используя следующие условия хромато-
графирования: колонка насадочная − ZB-FFAP,  
50 м × 0,32 мм × 0,5 нм; газ носитель – азот о.с.ч. 
99,996%; скорость потока – 10 мин; объем вводи-
мой пробы – 1 мкл; температура колонки – 160 °С; 
температура испарителя – 180 °С; температура де-
тектора – 220 °С; давление газа – 65 кПа; длина 
колонки – 50 м; диаметр колонки – 0,32 мм. 

Объектом исследования служили лаборатор-
ные образцы БАС VMA-13-15 (серия 2017, 2018, 
2019), а также стандартные образцы (СО) метанола 
(ГСО 8461-2003) и диэтиловый эфир (ОСТ-84-2006-
88) квалификации ч.д.а. Для взвешивания навесок 
для анализа использовали весы аналитические «ЛВ 
210-А» (ООО «Сартогосм», Россия). 

Предлагаемая методика. Субстанцию БАС в 
количестве 0,500 г (точная навеска) растворяли в 
мерной колбе вместимостью 10 мл в 5 мл воды 

очищенной, доводили объем раствора до метки 
тем же растворителем, перемешивали. Свежепри-
готовленный раствор объемом 1 мкл вводили в 
хроматографическую колонку и проводили анализ 
в условиях, указанных выше.  

Содержание остаточных растворителей в 
БАС рассчитывали по формуле 
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, 

где Cст  − количество СО в 1 мл стандартного 
раствора, мг; а − навеска БАС, г; Sx  − площадь 
пика исследуемого вещества; Sст  − площадь пика 
стандартного образца. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для количественного определения остаточно-

го содержания метанола и диэтилового эфира ло-
гично в качестве растворителя использовать воду 
очищенную, так как растворимость БАС в воде со-
ставляет 1:30 [4], диэтиловый эфир мало раство-
рим в воде, а метанол смешивается с водой во всех 
соотношениях.  

Для подтверждения специфичности методи-
ки определяли влияние растворителя на разделе-
ние пиков диэтилового эфира и метанола (рис. 1). 
С этой целью вводили в хроматографическую ко-
лонку пробы водного раствора модельной смеси, 
содержащий по 50 мг/мл стандартных образцов 
диэтилового эфира (ОСТ-84-2006-88) и метанола 
(ГСО 8461-2003). 

 
Рис 1. Хроматограмма модельной смеси диэтилового эфира и метанола в воде очищенной  
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На хроматограмме наблюдали полное разде-
ление пиков метанола и диэтилового эфира (время 
выхода метанола – 6,060 мин, пика диэтилового 
эфира – 5,097 мин) (рис. 1), что является доказа-
тельством специфичности методики и подтвер-
ждает возможность определения указанных со-
единений при совместном присутствии в анализи-
руемом образце. 

Для определения линейности [5] методики, 
готовили в воде для жидкостной хроматографии 
растворы СО метанола и диэтилового эфира х.ч. с 
концентрацией каждого 10,0 мг/мл. Из полученных 
растворов методом разведения водой для жидкост-
ной хроматографии готовили градуировочные рас-
творы, разбавляя от 0,10 до 0,35 мг/мл соответ-
ствующего раствора водой для жидкостной хрома-
тографии. При построении градуировочных графи-
ков зависимости площади пика от концентрации 
стандартные растворы диэтилового эфира содержа-
ли от 0,2 до 1,2%, метанола – от 0,2 до 0,7%. 

В хроматографическую колонку вводили по  
1 мкл каждого раствора из приготовленной серии 
разведений. Раствор каждой градуировочной кон-
центрации хроматографировали не менее трех раз. 
Рассчитывали средние значения площадей пиков и 
строили график зависимости аналитического сиг-
нала площади пика от концентрации раствора. 

Установлена линейная зависимость площади 
пика от концентраций метанола и диэтилового 
эфира (рис. 2; табл. 1 и 2). 

 
а)  

 
б) 

Рис 2. График зависимости площади пика от концентраций ме-
танола (а) и диэтилового эфира (б) 

Таблица 1. Результаты определения зависимости площади пиков от концентрации метанола 

Концентрация метанола, 
мг/мл 

Количество примеси,  
% 

Площадь пика,  
мВ 

Параметры  
линейной зависимости  

0,10 0,2 6,838 b = 71,097 

Sb = 2,033 

Δb = 5,646 

a = 0,0198 

Sа = 0,4314 

Δа = 1,197  

r = 0,9987 

0,15 0,3 10,408 

0,20 0,4 14,615 

0,25 0,5 18,421 

0,30 0,6 21,531 

0,35 0,7 24,287 

Таблица 2. Результаты определения зависимости площади пиков от концентрации диэтилового эфира  

Концентрация  
диэтилового эфира, мг/мл 

Количество примеси,  
% 

Площадь пика,  
мВ 

Параметры  
линейной зависимости  

0,1 0,2 12,526 b = 116,84 
Sb = 3,147 
Δb = 8,738 
a = 0,040 
Sа = 1,043 
Δа = 2,898 
r = 0,9997 

0,2 0,4 22,951 

0,3 0,6 34,484 

0,4 0,8 46,041 

0,5 1,0 58,566 

0,6 1,2 69,032 
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Правильность [6] методики оценивали с по-
мощью параметров линейной зависимости, в част-
ности, по значению свободного члена уравнения. 
Приведенные результаты (табл. 1 и 2) показывают, 
что для метанола свободный член уравнения (а) 
0,0198±1,197, для диэтилового эфира − 0,040±2,898. 
Так как свободный член уравнения (а) меньше его 
доверительного интервала (а ≤ Δа = t (95%; 5) ×Sa), 
это свидетельствует об отсутствии систематиче-
ской погрешности методики.  

Линейную зависимость результатов (r≥0,99) 
также подтверждают рассчитанные значения коэф-
фициентов корреляции (r) градуировочных графи-
ков: для метанола − 0,9987, для диэтилового эфира 
− 0,9997. Таким образом, методика валидирована 
по показателям правильность и линейность. 

Предел обнаружения (ПО) и предел количе-
ственного определения (ПКО) рассчитывали, ис-
пользуя параметры линейной зависимости: ПО = 
3,3Sа/b и ПКО = 10Sа/b. Для метанола полученные 

данные составили ПО = 0,020 мг/мл, ПКО = 0,060 
мг/мл и диэтилового эфира ПО = 0,029 мг/мл, ПКО 
= 0,089 мг/мл. Таким образом, при рабочей концен-
трации раствора VMA-13-15 5% возможно обнару-
жение примеси метанола в концентрации от 0,060 
мг/мл и диэтилового эфира − 0,089 мг/мл. 

Для определения прецизионности [7] мето-
дики использовали модельные смеси БАС с до-
бавлением СО диэтилового эфира и метанола на 
трех уровнях по девяти точкам. 

Как следует из данных табл. 3 и 4, методика 
валидна по параметру прецизионности, так как от-
носительная погрешность (RSD) не превышает 3% 
при определении каждого из растворителей.  

Разработанная методика обнаружения оста-
точных растворителей апробирована на VMA 13-
15 (серия 2018). На хроматограммах анализируе-
мых образцов (рис. 3 и 4) выявлены пики, соответ-
ствующие по времени удерживания пикам мета-
нола и диэтилового эфира СО (рис. 1). 

Таблица 3. Результаты определения прецизионности (сходимости)  
методики определения метанола в модельных смесях 

Уровень  Взято метанола, 
мг/мл 

Площадь пика, 
мВ 

Найдено метанола, 
мг/мл 

Найдено метанола,  
% 

Метрологические  
характеристики  

1 0,1000 6,851 0,0984 98,40 

хср = 101,84  
S = 3,23  
Sх=1,07 
Δх = 2,54 
ԑ = 2,49% 
RSD = 1,05% 

6,799 0,0976 97,60 

6,864 0,0986 98,60 

2 0,2000 14,362 0,2062 103,1 

14,620 0,2099 104,95 

14,592 0,2095 104,75 

3 0,3000 21,930 0,3149 104,96 

21,880 0,3142 104,73 

20,784 0,2985 99,50 

Sст = 13,925, Cст = 0,2000 

Таблица 4. Результаты определения прецизионности (сходимости)  
методики определения диэтилового эфира (ДЭ) в модельных смесях 

Уровень  Взято ДЭ, 
мг/мл 

Площадь пика,  
мВ 

Найдено ДЭ,  
мг/мл 

Найдено ДЭ, 
% 

Метрологические  
характеристики  

1 0,2000 22,922 0,1974 98,70 

хср = 99,37  
S = 0,84 
Sх = 0,279 
Δх = 0,65 
ԑ = 0,66% 
RSD = 0,27% 

22,978 0,1978 98,90 

22,953 0,1976 98,80 

2 0,3000 34,583 0,2977 99,23 

34,520 0,2972 99,06 

34,349 0,2957 98,56 

3 0,4000 46,526 0,4006 100,15 

46,402 0,3995 99,87 

46,923 0,4040 101,10 

Sст = 34,840, Cст = 0,3000 
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Рис 3. Хроматограммы раствора БАС и 0,1%-ного раствора диэтилового эфира 

 
Рис. 4. Хроматограммы раствора БАС и 0,1%-ного раствора метанола 

Таблица 5. Результаты статистической обработки времени удерживания  
метанола и диэтилового эфира при их определении в VMA 13-15 

Метанол Диэтиловый эфир  

tуд. Метрологические характеристики tуд. Метрологические характеристики 

6,057 

хср = 6,074  

S = 0,015  

Sх = 0,005  

Δх = 0,012 

ԑ = 0,20% 

5,035 

хср = 5,061  

S = 0,022  

Sх = 0,007  

Δх = 0,017 

ԑ = 0,33% 

6,100 5,039 

6,047 5,035 

6,079 5,093 

6,077 5,078 

6,086 5,087 

 
 
Наложение хроматограмм серийного образца 

БАС и модельных смесей искомых остаточных рас-
творителей показало, что пики СО метанола и ди-
этилового эфираполностью совпадают по времени 

удерживания с аналогичными пиками серийного 
образца БАС. В случае лабораторного образца БАС 
это подтверждает присутствие в нем метанола и ди-
этилового эфира в следовых количествах. 



Ф а р м а ц е в т и ч е с к а я  х и м и я  

В О П Р О С Ы  Б И О Л О Г И Ч Е С К О Й , М Е Д И Ц И Н С К О Й  И  Ф А Р М А Ц Е В Т И Ч Е С К О Й  Х И М И И , № 1 0, т . 2 4, 2 0 2 1 5 7

П о л у ч е н н ы е  з н а ч е н и я  р а с с ч и т а н н ы х  с  п о м о -
щ ь ю  у р а в н е н и й  г р а д у и р о в о ч н ы х  г р а ф и к о в  (с м . 
р и с .  2),  к о л и ч е с т в  м е т а н о л а  ( 0, 0 0 4 1  м г /м л ) и  д и -
э т и л о в о г о  э ф и р а  ( 0, 0 0 0 7  м г /м л )  (с м . р и с .  3  и  4),  
о к а з а л и с ь  н и ж е  р а с с ч и т а н н ы х  р е з у л ь т а т о в  П К О , 
ч т о  г о в о р и т  о  н а л и ч и и  л и ш ь  с л е д о в ы х  к о л и ч е с т в  
о с т а т о ч н ы х  р а с т в о р и т е л е й  в  Б А С . 

Р е з у л ь т а т ы  о п р е д е л е н и я  с л е д о в ы х  к о л и ч е с т в  
м е т а н о л а  и  д и э т и л о в о г о  э ф и р а  с т а т и с т и ч е с к и  о б -
р а б о т а н ы  п о  в р е м е н и  у д е р ж и в а н и я . П о л у ч е н н ы е  
д а н н ы е  п р е д с т а в л е н ы  в  т а б л . 5. 

Из  т а б л . 5 с л е д у е т , ч т о  о т н о с и т е л ь н а я  п о г р е ш -
н о с т ь  о п р е д е л е н и я  в р е м е н и  у д е р ж и в а н и я  п и к о в  
н а х о д и т с я  в  п р е д е л а х  0, 2 % д л я  м е т а н о л а  и  0, 3 3 % – 
д л я  д и э т и л о в о г о  э ф и р а . Э т и  з н а ч е н и я п о д т в е р ж д а -
ю т  в оз м о ж н о с т ь  о б н а р у ж и в а т ь  н а л и ч и е  с л е д о в ы х  
к о л и ч е с т в  о б о и х  и с к о м ы х  о с т а т о ч н ы х  р а с т в о р и т е -
л е й  с  д о с т а т о ч н о й  т о ч н о с т ь ю  и  м о г у т  с л у ж и т ь  к р и -
т е р и е м  д л я  п о д т в е р ж д е н и я  ч и с т о т ы  Б А С . 

В Ы В О Д Ы  

Р аз р а б о т а н а  м е т о д и к а  о п р е д е л е н и я  о с т а т о ч н ы х  
о р г а н и ч е с к и х  р а с т в о р и т е л е й  в  б и о л о г и ч е с к и  а к т и в -
н о м  с о е д и н е н и и  N-[ 2-[ 4- о к с о - 3( 4Н )-х и н аз о л и н и л ] 
п р о п и о н и л ]-г у а н и д и н а  м е т о д о м  г аз о в о й  х р о м а т о -
г р а ф и и . М е т о д и к а  в а л и д н а  п о  п о к аз а т е л я м : с п е ц и -

ф и ч н о с т ь , л и н е й н о с т ь , п р а в и л ь н о с т ь  и  п р е ц из и о н -
н о с т ь . 
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