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На базе ФГБОУ ВО ВолгГМУ МЗ РФ было синтезировано оригинальное биологически активное соединение 
(БАС) N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуанидин (VMA-13-15), обладающее кардиопротекторной и 
нейропротекторной активностью. В соответствии с ГФ РФ XIV одним из критериев контроля качества фармацевти-
ческих субстанций является показатель «Родственные примеси». Исходя из схемы синтеза и структуры анализи-
руемого БАС в качестве технологической примеси, можно предположить наличие исходного соединения – неза-
мещенного хиназолин-4(3H)-она, из-за возможной неполноты протекания реакции.  

Цель исследования: разработка и валидационная оценка методики определения технологической примеси 
(хиназолин-4(3H)-он) для включения ее в проект нормативного документа на предлагаемое в качестве фармацев-
тической субстанции БАС VMA-13-15.  

Материалы и методы. Для проведения анализа были выбраны капиллярно-электрофоретические условия, 
предложенные ранее нами для определения изучаемого БАС, при использовании которых исследуемые соедине-
ния хорошо разделяются в виде четких пиков со временем миграции 6,59 мин для N-[2-[4-оксо-3(4Н)-
хиназолинил]пропионил]-гуанидина и 4,37 мин для хиназолин-4(3H)-она. 

Результаты. В результате проведенных исследований разработана методика определения показателя «Род-
ственные примеси» в БАС VMA-13-15 с помощью системы капиллярного электрофореза. Разработанная методика 
валидирована в соответствии с требованиями ГФ РФ XIV издания и оказалась приемлемой для определения иден-
тифицированной технологической примеси хиназолин-4(3H)-он.  

Заключение. Разработанная методика позволяет обнаружить примесь в содержании 0,1 % и более.  
Ключевые слова: биологически активное соединение; анализ; родственные примеси; методика; капилляр-

ный электрофорез. 
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На базе ФГБОУ ВО ВолгГМУ МЗ РФ акад. 
Петровым В.И с соавторами (Тюренков И.Н., 
Озеров А.А и др) в 2017 году было синтезирова-
но оригинальное соединение N-[2-[4-оксо-3(4Н)-
хиназолинил]пропионил]-гуанидин (VMA-13-
15). Проведенные доклинические исследования 
биологически активного соединения (БАС) вы-
явили выраженную кардиопротекторную и 
нейропротекторную активность [1]. Синтезиро-
ванное БАС оказалось, что по интенсивности 
фармакологической активности не уступает за-
рубежным аналогам [2, 3]. 

В соответствии с требованиями ГФ РФ XIV 
[4] и фармакопеи США [5], одним из основных 
критериев контроля качества фармацевтических 

субстанций является показатель «Родственные 
примеси». 

Использование данного испытания основа-
но на обнаружении различных видов примесей: 
продуктов деструкции и технологических при-
месей. Это могут быть соединения, как с уста-
новленным химическим строением, так и стро-
ение которых не установлено [4, 5]. Исходя из 
схемы синтеза и структуры анализируемой суб-
станции, в качестве технологической примеси 
можно предположить наличие исходного со-
единения – незамещенного хиназолин-4(3H)-
она, из-за возможной неполноты протекания 
реакции. Данная примесь относится к иденти-
фицированным примесям, так как известно ее 
химическое строение [1]. Метод капиллярного 
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электрофореза в настоящее время находит ши-
рокое применение в фармацевтическом анализе 
[6, 7], в частности для определения родственных 
примесей [8], и включен в ГФ РФ XIV [4] и ряд 
зарубежных фармакопей [5].  

Целью данного исследования явилась разра-
ботка и валидационная оценка методики уста-
новления содержания технологической примеси 
(хиназолин-4(3H)-он) для включения ее в проект 
нормативного документа на субстанцию VMA-
13-15. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Исследования проводили на лабораторных 

образцах БАС N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил] 
пропионил]гуанидина (рис.1). 

В качестве стандартного образца (СО) был 
использован лабораторный образец субстанции 
VMA-13-15, дважды перекристаллизованный из 
метанола и имеющий на электрофореграмме в 
описанных ниже капиллярно-
электрофоретических условиях один пик (время 
миграции 6,78 мин) [9] при полном отсутствии 
дополнительных пиков. Также имелся образец 
исходного продукта синтеза – незамещенный 
хиназолин-4(3H)-он. 

Для оценки чистоты N-[2-[4-оксо-3(4Н)-
хиназолинил]пропионил]-гуанидина была раз-
работана методика анализа родственных приме-
сей методом капиллярного электрофореза. Ис-
следования проводили на системе капиллярного 
электрофореза «Капель – 105М» (ОАО «Люмэкс-
маркетинг», Россия) с кварцевым капилляром 
(параметры капилляра Lэфф/Lобщ=50/60 см, 
ID=75 мкм). Для проведения анализа были вы-
браны капиллярно-электрофоретические усло-
вия, предложенные нами для определения БАС 
VMA-13-15 [3]: гидродинамический ввод пробы, 
30 мбар, электрофоретическое разделение с бо-
ратным буфером (рH 9,2, прилагаемое напряже-
ние + 20кВ), спектрофотометрическое детекти-

рование пиков при длине волны 254 нм, время 
проведения анализа 15 минут [9].   

Электрофоретическое разделение проводили 
в среде 0,01 М боратного буферного раствора 
с рН 9,2±0,02, приготовленного согласно ГОСТ 
4919.2-2016 «Реактивы и особо чистые веще-
ства». Методы приготовления буферных раство-
ров». Значение рН буферного раствора контро-
лировали на рН-метре Hanna Еdge 2002-02 
(HANNA Instruments Inc., Hungary). Навески суб-
станции отвешивали на аналитических весах 
ЛВ 210-А (ООО «Сартогосм», Россия).  

Модельные растворы готовили следующим 
образом: точную навеску (0,0200 г) незамещен-
ного хиназолин-4(3H)-она помещали в мерную 
колбу вместимостью 100 мл, прибавляли 80 мл 
воды очищенной для полного растворения ве-
щества. Далее объем раствора доводили водой 
очищенной до метки и перемешивали (рас-
твор А).  

Точную навеску (0,2000 г) СО N-[2-[4-оксо-
3(4Н)-хиназолинил]пропионил]гуанидина по-
мещали в мерную колбу вместимостью 100 мл, 
прибавляли 80 мл воды очищенной для полного 
растворения субстанции. Далее в эту мерную 
колбу вносили 1 мл раствора А, доводили объем 
раствора водой очищенной до метки и переме-
шивали (раствор Б). При помощи микропипетки 
отбирали 1 мл раствора Б, переносили в микро-
центрифужную пробирку типа Эппендорф и 
центрифугировали при 8000 об/мин в течение 
5 мин. Полученный раствор содержал 0,1% при-
меси по отношению к исходной навеске иссле-
дуемой субстанции.  

Для построения градуировочного графика 
растворы готовили следующим образом: в пять 
мерных колб вместимостью 100 мл помещали 
по 0,2000 г (точная навеска) СО N-[2-[4-оксо-
3(4Н)-хиназолинил]пропионил]гуанидина рас-
творяли в 80 мл воды очищенной, в каждую 
колбу вносили по 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 и 2,5 мл раство-
ра А, доводили объем растворов водой очищен-
ной до метки и перемешивали. 
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Рис. 1. Химическая структура N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуанидина. 

Fig. 1. Chemical structure of N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-guanidine. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Идентификация и пределы контроля род-

ственных примесей для фармацевтических суб-
станций зависят от максимальной суточной до-
зы лекарственного средства [4]. По предвари-
тельным данным рекомендуемая разовая доза 
будет находиться в пределах 50 мг, поэтому мы 
посчитали возможным определять содержание 
родственной примеси в пределах 0,1%.  

Пригодность предложенной методики уста-
навливали по следующим параметрам: специ-
фичность, линейность, прецизионность и пра-
вильность, предел обнаружения и предел коли-
чественного определения. 

Специфичность методики подтверждали, 
вводя в хроматографическую систему приготов-
ленные растворы примеси незамещенного хина-
золин-4(3H)-она (раствор А) и модельной смеси. 
Полученные электрофореграммы представлены 
на рисунках 2 и 3. 

На электрофореграмме (рис. 2) получен 
симметричный пик со временем миграции 
в пределах 4,8 мин, что является оптимальным 
для экспресс-анализа. На электрофореграмме 
модельной смеси (рис.3) установлено четкое 
разделение пиков анализируемых веществ, 

а именно пика примеси со временем миграции 
4,37 мин и пика исследуемого вещества, со вре-
менем миграции 6,59 мин.  

Нами оценены следующие параметры раз-
работанной методики: время миграции, коэф-
фициент разделения пиков (Rn, n+1), коэффици-
ент асимметрии пиков (As(0.1)), число теорети-
ческих тарелок (ТТ), относительное стандартное 
отклонение площадей пиков (RSD, %), значения 
которых рассчитаны по результатам 6 электро-
фореграмм с использованием программного 
обеспечения «Эльфоран» (табл. 1) [4]. 

Полученные данные (табл. 1) свидетель-
ствуют о пригодности используемой хромато-
графической системы, так как коэффициент 
разделения (Rs) пика примеси незамещенного 
хиназолин-4(3H)-она и СО N-[2-[4-оксо-3(4Н)-
хиназолинил]пропионил]гуанидина составил 
5,8, что говорит  о достаточном разделении пика 
основной субстанции и ее примеси (рекоменду-
емое значение Rs при определении содержания 
примесей ≥2). Относительное стандартное от-
клонение (RSD) площадей пиков на 6 электро-
фореграммах примеси и СО БАС составило не 
более 2%. Число теоретически тарелок так же 
укладывается в требуемый показатель ≥1500 [4]. 

 
 

 

 

Рис. 2. Электрофореграмма раствора незамещенного хиназолин-4(3H)-она. 

Fig. 2. Electrophoregram of a solution of unsubstituted quinazoline-4(3H)-one. 
 

 

Рис. 3. Электрофореграмма раствора модельной смеси. 

Fig. 3. Electrophoregram of the solution of the model mixture. 
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Линейность методики устанавливали при 
анализе растворов пяти концентраций незаме-
щенного хиназолин-4(3H)-она (0,05; 0,1; 0,15; 0,2 
и 0,25%) от содержания N-[2-[4-оксо-3(4Н)-
хиназолинил]пропионил]гуанидина. Получен-
ные растворы анализировали в трех повторно-
стях, затем рассчитывали средние значения 
площадей пиков и строили график зависимости 
площади пика от концентрации примеси в рас-
творе. В табл. 2 приведены результаты установ-
ленной линейной зависимости. 

Из полученных данных (табл. 2) следует, что 
методика соответствует параметру «линей-
ность». Аналитической областью методик ис-
пытаний на чистоту является диапазон 50-120%, 
то есть при определении незамещенного хина-
золин-4(3H)-эти значения должны находиться в 
пределах от 0,05 до 0,12 %. 

Параметр «прецизионность» устанавливали 
на первого уровня - повторяемость (сходи-
мость).Для определения прецензионности гото-
вили растворы Б в 6 повторностях (табл. 3). Рас-
чет содержания примеси (мкг/мл) в растворе 
проводили по формуле: 

Х= 
× с  

с
, 

где Sх – площадь пика испытуемого образца; 
Sсm – площадь пика стандартного образца; 
Ссm – концентрация стандартного рас-

твора, мкг/мл. 
Как следует из данных таблицы 3, методика 

количественного определения примеси неза-
мещенного хиназолин-4(3H)-она соответствует 
параметру «прецизионность» [4].  

Правильность методики оценивали при ана-
лизе растворов на трех уровнях концентраций 
незамещенного хиназолин-4(3H)-она от содер-
жания VMA-13-15 в трех повторностях каждый. 
Для этого по 0,2000 г (точная масса) СО VMA-13-
15 помещали в 9 мерных колб вместимостью 
100 мл, добавляли по 80 мл воды очищенной 
для полного растворения СО, вносили аликвоты 
раствора А (по 0,5; 1,0 и 1,5 мл) и доводили объ-
ем колб водой очищенной до метки. Далее при 
помощи микропипетки отбирали полученный 
раствор, переносили в микроцентрифужную 
пробирку типа Эппендорф, и центрифугировали 
при 8000 об/мин в течение 5 мин. Результаты 
анализа растворов на трех уровнях концентра-
ций представлены в таблице 4.  

Результаты таблицы 4 свидетельствуют, что 
на каждом уровне концентраций получены со-
поставимые результаты и стандартное отклоне-
ние не превышает 3%. 

 
Таблица 1 

Table 1 
Параметры пригодности хроматографической системы 

Suitability parameters of the chromatographic system 

Вещество 
Substance 

Время миграции, мин 
Migration time, min 

Rs As ТТ RSD, % 

Хиназолин-4(3H)-он 
Quinazoline-4(3H)-one 

4.37 
5.8 

0.2 160329 1.47 

VMA-13-15 6.59 0.1 102974 1.07 
 

Таблица 2 
Table 2 

Результаты определения линейной зависимости площадей пика от концентрации хиназолин-4(3H)-она 
Results of determining the linear dependence of peak areas on the concentration of quinazoline-4(3H)-one 

Концентрация примеси, 
мкг/мл 

Impurity concentration, mcg/ml 

Количество примеси, % от 
содержания 

Amount of impurity, % of the content 
VMA-13-15 

Площадь 
пика 

Peak Area, 
mAU×c 

Параметры линейной 
зависимости 

Parameters of linear dependence 
Y=bx+a 

1.0 0.05 8.70 b=95.49 
Sb=3.05 
∆b=9.69 
a=0.21 
Sa=1.01 
∆a=3.21 
r=0.9970 

2.0 0.10 19.35 
3.0 0.15 28.73 
4.0 0.20 39.27 

5.0 0.25 49.53 
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Из данных, полученных в таблице 4, следу-
ет, что рассчитанная величина t-критерия Сть-
юдента составляет 0,23, при этом полученная 
величина меньше теоретического значения кри-
терия Стьюдента (0,23<2,31) и можно говорить 
о том, что методика не отягощена систематиче-
ской ошибкой [10]. 

Подобранные оптимальные условия анализа 
позволили предложить методику определения 
родственных примесей в следующей редакции: 

Испытуемый раствор. Около 200 мг (точная 
масса) субстанции N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназоли-
нил]пропионил]гуанидина помещают в мерную 
колбу вместимостью 100 мл, добавляют 80 мл 
воды очищенной для полного растворения суб-
станции. Далее объем раствора доводят водой 
очищенной до метки.  

Раствор сравнения А. 20 мг примеси (хиназо-
лин-4(3H)-он) растворяют в воде в мерной колбе 
вместимостью 100 мл. Аликвоту полученного 
раствора объемом 1,0 мл переносят в мерную 
колбу вместимостью 100,0 мл и доводят объем 
раствора до метки водой очищенной. 

Допустимое содержание примесей. На элек-
трофореграмме испытуемого раствора площадь 
пика примеси должна быть не более площади 
пика хиназолин-4(3H)-он (0,1%). 

Разработанную методику использовали для 
анализа 5 лабораторных серий VMA-13-15. В од-
ном из образцов была обнаружена анализируе-
мая примесь (время удерживания около 4,8 ми-
нут), содержание которой не превышало 0,1%, 
а именно площадь пика примеси (2,53) была 
в 7,7 раза меньше площади пика (19,4) на хрома-
тограмме раствора сравнения хиназолин-4(3H)-
она.  

Таким образом, в результате проведенных 
исследований разработана методика определе-
ния показателя «Родственные примеси» в БАС 
VMA-13-15 с помощью системы капиллярного 
электрофореза. Разработанная методика вали-
дирована в соответствии с требованиями ГФ РФ 
XIV издания и оказалась приемлемой для опре-
деления идентифицированной технологической 
примеси хиназолин-4(3H)-он. 

 
Таблица 3 

Table 3 
Результаты определения повторяемости (сходимости) методики определения примеси незамещенного 

хиназолин-4(3H)-она в модельных смесях (Sст – 19,31; Сст – 2 мкг/мл) 
Results of determining the repeatability (convergence) of the method for determining the impurity of unsubstituted quinazoline-4(3H)-one 

in model mixtures (Sst – 19.31; Sst – 2 μg/ml) 

Площадь пика, мВ 
Peak аrea, mv 

Найдено, мкг/мл 
Found, mcg/ml 

Метрологические характеристики 
Metrological characteristics 

19.44 2.014 =1.996 









)1(

)( 2

n

XX
SD i 0.0022 

  %100
X

SD
RSD 1.10% 

19.23 1.991 
19.40 2.009 
18.99 1.966 
19.52 2.021 

19.12 1.980 

Таблица 4 
Table 4 

Результаты установления правильности методики определения примеси незамещенного  
хиназолин-4(3H)-она в модельных смесях (Sст – 19,31) 

Results of establishing the correctness of the methodology for determining the impurity of unsubstituted quinazoline-4(3H)-one in model 
mixtures (Sst – 19.31) 

Уровень 
Взято, 
мкг/мл Площадь пика, мВ 

Найдено, 
мкг/мл R, % 

Метрологические 
характеристики 

Level Taken, μg/ml Peak аrea, mV Found, μg/ml Metrological characteristics 

1 1.0 
9.52 0.974 97.40 

= 99.79 
SD =2.57 

RSD=2.58% 

RSD

nR
t




100
exp =0.23  

t табл=2.31 

9.84 1.007 100.71 
10.11 1.036 103.60  

2 2.0 
19.44 2.014 100.10 
19.40 2.009 99.85 
19.23 1.991 98.95 

3 3.0 
27.58 2.866 95.18 
28.80 2.993 99.40 
29.81 3.099 102.92 
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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR DETERMINING RELATED IMPURITIES IN A NEW BIO-
LOGICALLY ACTIVE COMPOUND OF CARDIOPROTECTIVE ACTION 

BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS 
 

© Kompantseva E.V.1, Lutsenko D.N.1, Garcia E.R.1, Ozerov A.A.2, Dementieva T.M.3 
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1, Pavshykh Bortsov Sq., Volgograd, Volgograd oblast, 400131, Russia 
3 Far Eastern State Medical University (FESMU) 

35, Muravyov Amursky Str., Khabarovsk, Khabarovsk Krai, 680000, Russia 

 
 

The original biologically active compound (BAS) N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-guanidine (VMA-13-15), 
which has cardioprotective and neuroprotective activity, was synthesized on the basis of the FSUE at VolgSMU of the Minis-
try of Health of the Russian Federation. In accordance with the XIV State Pharmacopoeia of the Russian Federation, one 
of the criteria for quality control of pharmaceutical substances is the indicator "Related Impurities". Based on the synthesis 
scheme and the structure of the analyzed BAS as a technological impurity, we can assume the presence of the initial com-
pound - – unsubstituted quinazoline-4(3H)-one, due to the possible incomplete flow of the reaction.  

Objective: the development and validation evaluation of the methodology for determining the technological impurity 
(quinazoline-4(3H)-one) to include it in the draft regulatory document for the proposed BAS VMA-13-15 as a pharmaceutical 
substance.  

Materials and methods. The capillary electrophoretic conditions proposed earlier by us for the determination of the 
BAS under study were chosen for the analysis, under which the compounds in question are well separated as clear peaks 
with a migration time of 6.59 min for N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-guanidine and 4.37 min for quinazoline-
4(3H)-one. 

Results. As a result of this research, the methodology for determining the indicator "Related Impurities" in BAS VMA-
13-15 using capillary electrophoresis system was developed. The developed technique was validated in accordance with the 
requirements of SF RF of the XIV edition and proved to be acceptable for determination of the identified technological impu-
rity quinazoline-4(3H)-one. 

Conclusion. The developed technique makes it possible to detect an impurity in the content of 0.1% or more. 
Keywords: biologically active compound; analysis; related impurities; technique; capillary electrophoresis. 
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