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валидация  с целью стандартизации субстанции по параметру «примесные соединения». 
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Введение 
Олиго- и полимерные биоцидные матери-

алы приобретают все более широкое распро-
странение в различных областях человеческой 
жизнедеятельности (медицина, ветеринария, 
строительство, очистка и обеззараживание воды 
и т.п.) [1–3]. Среди таких материалов особый 
интерес вызывают полигуанидины – вещества, 
содержащие в своем составе гуанидиновые 
фрагменты [4]. 

Высокая эффективность действия, наряду с 
низкой токсичностью, позволяет использовать 

полигуанидины в медицинской практике для 
лечения вирусных и инфекционных заболе-
ваний. Специалистами ЗАО «Институт фарма-
цевтических технологий» была разработана 
технология получения олигомерного биоцида  – 
разветвленного гидрохлорида олигогексамети-
ленгуанидина (ОГМГ-ГХ) [5–7] с целью ис-
пользования его в качестве субстанции для 
основы эффективных противомикробных пре-
паратов. Химическая структура ОГМГ-ГХ  
описывается следующей формулой: 
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Применение ОГМГ-ГХ в качестве фарма-
цевтической субстанции связано напрямую с 
обеспечением человеческой жизнедеятельнос-
ти, поддержанием здоровья, поэтому очень ва-
жен строгий контроль за безопасностью пре-
парата. Одним из параметров такого контроля 

является достоверное определение гуанидина 
гидрохлорида (ГГХ), являющегося мономером в 
синтезе ОГМГ-ГХ и входящего в состав оста-
точных примесей в конечном продукте. 

Известно, что в полимерном аналоге ОГМГ-
ГХ – полигексаметиленгуанидина гидрохлориде

О 

mailto:shat-05@mail.ru


Вестник МИТХТ, 2014, т. 9, № 2 

33 
 

(торговое название «БИОПАГ») остаточные мо-
номеры определяют методом тонкослойной 
хроматографии (ТСХ) [8]. Однако данный метод 
имеет определенные недостатки: является полу-
количественным, имеет высокий предел обна-
ружения, недостаточную точность и плохую 
воспроизводимость. Существуют и другие мето-
ды количественного определения ГГХ в различ-
ных образцах [9], однако применение их для 
контроля данного мономера в субстанции не-
возможно ввиду того, что наличие в образце 
олигомерного продукта на основе ГГХ (ОГМГ-
ГХ) вносит существенную ошибку. В связи с 
этим целью данной работы была разработка 
высокоточного, аппаратно-доступного и селек-
тивного метода количественного контроля гид-
рохлорида гуанидина для стандартизации фар-
мацевтической субстанции ОГМГ-ГХ. Наи-
более удовлетворяющим данным требованиям 
является метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ).  

 

Экспериментальная часть 
Основным объектом исследования была 

синтезированная нами субстанция ОГМГ-ГХ 
(Mn  = 708 Да, степень разветвления 0.31), полу-
чаемая поликонденсацией гидрохлорида гуани-
дина с гексаметилендиамином [10]. Разработка 
методики ВЭЖХ для количественного опреде-
ления гидрохлорида гуанидина в ОГМГ-ГХ 
проводилась с использованием жидкостного 
градиентного хроматографа «Стайер» с колон-
кой Luna С18(2) размером 4.6×250 мм, за-
полненной сорбентом с размером частиц 5 мкм, 
с УФ-детектированием (длина волны 205 нм). В 
качестве стандарта применяли гидрохлорид гуа-
нидина по [11]. В качестве подвижной фазы А 

использовали фосфатный буферный раствор 
[12], а в качестве подвижной фазы B – ацето-
нитрил для хроматографии [13]. Для про-
ведения экспериментов готовили растворы суб-
станции ОГМГ-ГХ и стандартного гидрохло-
рида гуанидина концентраций 10 мг/мл и 
1.000+0.0005 мг/мл, соответственно, а также 
градуировочные растворы гидрохлорида гуани-
дина с концентрациями 6.18, 12.36 и 100 мкг/мл. 
Эксперименты проводили при 18–230C в гра-
диентном режиме (программа градиента при-
ведена в табл. 1); объем вводимой пробы со-
ставлял 20.0 мкл, время анализа – 20 мин.  

 

Таблица 1. Программа градиента 
Время, 

мин 
Фаза А, 

% 
Фаза В, 

% 
Поток, 
мл/мин 

0 100 0 1 
4 100 0 1 
5 5 95 1 
6 5 95 2 
9 5 95 2 

10 100 0 1 
20 100 0 1 

 

Для валидации разработанной методики ко-
личественного определения гидрохлорида гуа-
нидина оценивали такие показатели как специ-
фичность [14], точность по параметру откры-
ваемости [15, 16], достоверность по параметрам 
повторяемости [17] и воспроизводимости [17], 
предел количественного определения [18] и 
стабильность раствора пробы [19, 20].  

 

Результаты и их обсуждение 
 

ВЭЖХ-хроматограммы градуировочного рас-
твора и раствора субстанции ОГМГ-ГХ в одном и 
том же растворителе приведены на рис. 1.  
 

 

 
 
 
 

 
Рис. 1. Типичные ВЭЖХ-хроматограммы градуировочного раствора (а)  

и раствора субстанции ОГМГ-ГХ (б).  
 

Из них видно, что гидрохлорид гуанидина 
имеет четко выраженный пик в области вре-
мени удерживания 4.0–4.5 мин, который не 
перекрывается с пиками, соответствующими 
другим компонентам системы. Предваритель-
ные эксперименты показали, что для исполь-
зуемого растворителя в этой области времен 
какие-либо пики также отсутствуют. Таким 
образом, хроматограммы удовлетворяют крите-

рию специфичности методики.  
Для количественного определения гидро-

хлорида гуанидина с использованием стандарт-
ных растворов была построена градуировочная 
зависимость (рис. 2). Экспериментально полу-
ченные точки описываются уравнением прямой 
y 0.2325x 0.1054= −   
с коэффициентом корреляции 1.00. Расчет 
содержания гуанидина гидрохлорида ([ГГХ]) в 
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субстанции проводили по формуле: 
 

испC V P[ГГХ] 100%
a
⋅ ⋅= ⋅  

где Сисп – концентрация гуанидина в испы-
туемом растворе, полученная по градуировоч-
ному графику, мкг/мл; a – навеска субстанции, 
использованная при приготовлении испы-
туемого раствора, мкг; P – содержание основ-
ного вещества в стандартном образце, % мас.; V 
– объем мерной колбы, использованной для 
приготовления испытуемого раствора (100 мл). 
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Рис. 2. Градуировочная зависимость площади 
пика от концентрации стандартного раствора 

гидрохлорида гуанидина. 
 

По результатам количественного опреде-
ления гидрохлорида гуанидина в образце с 
известной концентрацией (20 мг/мл) в соот-
ветствии с предлагаемой методикой и способом 
расчета, был рассчитан параметр открывае-
мости R [15]: 

%100
0

⋅=
X

X
R

 
где X0 – известное содержание ГГХ; X – 
найденное содержание ГГХ.  

Значение R составляет 97.0%. Согласно 
[16], для удовлетворения критерию точности 
значение R должно составлять 100±5%, так что 
разработанная методика данному критерию 
удовлетворяет.  

Достоверность разработанной методики 
оценивали по ее повторяемости и воспроиз-
водимости. Результаты количественного опре-
деления гидрохлорида гуанидина в двух сериях 
измерений субстанции ОГМГ-ГХ представлены 
в табл. 2. При статистической обработке резуль-
татов по известным уравнениям [17] рассчи-
тывали среднее арифметическое значение от-
носительной площади пика А , дисперсию S2, 
стандартное отклонение S и относительное 
стандартное отклонение Sотн. 
 

Таблица 2. Содержание гидрохлорида гуанидина в двух сериях измерений  
субстанции ОГМГ-ГХ согласно разработанной методике ВЭЖХ 

1 серия 2 серия 

№ 
образца 

Отн. 
площадь 
пика A 

Концентрация  
гуанидина, 
мкг/мл 

№ 
образца 

Отн. 
площадь 
пика A 

Концентрация  
гуанидина, 
мкг/мл 

1.1 9.113 39.65 2.1 9.236 40.18 
1.2 8.674 37.76 2.2 8.779 38.21 
1.3 8.492 36.98 2.3 8.371 36.46 
1.4 8.935 38.88 2.4 8.882 38.66 
1.5 8.487 36.96 2.5 8.767 38.16 
1.6 8.775 38.20 2.6 8.455 36.82 

А = 8.746 А = 8.748 
S2 = 0.0616 S2 = 0.0971 

S = 0.2482 S = 0.3116 
Sотн = 2.84% Sотн = 3.56% 

F = 1.25 
 

Из данных таблицы видно, что относи-
тельное стандартное отклонение для каждой 
серии образцов не превышает 5%, что свиде-
тельствует об удовлетворении методики крите-
рию повторяемости.  

Воспроизводимость методики [17] оцени-
вали с помощью критерия Фишера F (при уров-
не значимости α = 0.05, и степенях свободы 
дисперсий S2

1 и S2
2  – 5 и 5 соответственно): 

2
2

2
1

S
SF =

 

где S2
1 и S2

2 – величины дисперсий, при 
условии, что S2

1 > S2
2. 

Полученное значение критерия Фишера 
согласно табл. 2 не превышает критического 
значения 5.05, что подтверждает воспроиз-
водимость методики.  

Предел количественного определения мето-
дики оценивали с использованием калибровоч-
ной прямой, по показателю LOQ [18]: 

 

b
sLOQ ⋅=10

 
где b – наклон калибровочной прямой, s – стан-
дартное отклонение сигнала. 

Для 1-й серии образцов (табл. 2) b = 0.2325, а 
s = 0.2482, так что нижний предел количествен-
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ного определения методики составляет LOQ = 
 = 10.7 мкг/мл. 

В заключение оценивали стабильность раст-
воров анализируемой пробы в течение 30 ч (табл. 
3). Относительное стандартное отклонение пло- 

Таблица 3. Стабильность раствора пробы 
при хранении по результатам  

разработанной методики ВЭЖХ 
Время 

хранения, ч 
Отн. площадь 

пика A  
Концентрация  

гуанидина, мкг/мл 
1 9.312 40.50 
2 8.941 38.91 
6 8.764 38.15 
8 8.821 38.39 

24 8.438 36.75 
30 8.678 37.78 

А = 8.826 
S2 = 0.08515 

S = 0.2918 
Sотн = 3.31% 

 

щадей пиков на хроматограммах испытуемых 
растворов, полученных в течение 24 ч, не 
должно быть более 5%. Из табл. 3 следует, что 
разработанный метод удовлетворяет критерию 
стабильности, по крайней мере, в течение 30 ч. 

 

Выводы 
Разработан ВЭЖХ-метод количественного 

определения гидрохлорида гуанидина в фарма-
цевтической субстанции – «разветвленном гид-
рохлориде олигогексаметиленгуанидина» и 
проведена его валидация по показателям специ-
фичности, точности по параметру открыва-
емости, достоверности по параметрам повто-
ряемости и воспроизводимости,  пределу коли-
чественного определения и стабильности раст-
вора пробы. Проведенные исследования 
показывают возможность использования раз-
работанного метода ВЭЖХ для стандартизации 
субстанции по параметру «примесные 
соединения». 
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE METHOD OF CONTROL 
MONOMER IMPURITIES GUANIDINE HYDROCHLORIDE  
IN PHARMACEUTICAL SUBSTANCE “BRANCHED  
HYDROCHLORIDE  OLIGO(HEXAMETHYLENEGUANIDINE)” 
S.A. Kedik1,2, D.O. Shatalov1,2,@, S.G. Beksaev1,2, I.P. Sedishev2,  
E.S. Zhavoronok2, V.V. Suslov2, A.V. Panov1, 2 
1 M.V. Lomonosov Moscow State University of Fine Chemical Technologies, Moscow, 119571 Russia 
 2 ZAO «Institute of Pharmaceutical Technologies», Moscow, 119571 Russia 
@Corresponding author e-mail: shat-05@mail.ru 

Some existing methodologies for quantitative estimation of guanidine hydrochloride during the analysis of various 
samples were described. Their shortcomings impeding the implementation of the control of the monomer in the 
pharmaceutical substance were identified. A method for quantitative determination of guanidine hydrochloride in 
pharmaceutical substance “branched oligo(hexamethyleneguanidine) hydrochloride” by high performance liquid 
chromatography was developed. The method was validated to standardize the substance by the parameter 
“impurity compounds”. 

Keywords: branched oligo(hexamethyleneguanidine) hydrochloride, guanidine hydrochloride, impurity compounds, 
high performance liquid chromatography. 
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