
115РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4, supplement 1

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2021-10-4(1)-115-121
УДК 547.854

Оригинальная статья / Research аrticle

Установление количественного содержания  
5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олята натрия  
в стандартном образце
Е. В. Куваева, Д. А. Колесник*, П. О. Левшукова, И. И. Тернинко, И. П. Яковлев,  
Е. В. Федорова
Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 197376, г. Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, д. 14, лит. А

*Контактное лицо: Колесник Денис Андреевич. E-mail: denis.kolesnik@spcpu.ru 

ORCID: Е. В. Куваева – https://orcid.org/0000-0002-1894-884X; Д. А. Колесник – https://orcid.org/0000-0002-5527-6595; П. О. Левшукова – https://orcid.org/0000-0001-6229-0339; 
               И. И. Тернинко – https://orcid.org/0000-0002-2942-1015; И. П. Яковлев – https://orcid.org/0000-0003-1251-8782; Е. В. Федорова – https://orcid.org/0000-0003-0499-3401.

Статья поступила: 20.10.2021             Статья принята в печать: 03.12.2021             Статья опубликована: 27.12.2021

Резюме
Введение. Использование стандартных образцов (СО) является необходимым условием для осуществления контроля качества 
лекарственных средств. Их разработка является актуальной проблемой фармацевтической отрасли, особенно для новых биологически 
активных соединений, которые в дальнейшем могут быть использованы в качестве лекарственных средств.
Цель. Целью работы является установление количественного содержания 5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олята 
натрия, для которого ранее была доказана противовоспалительная и анальгезирующая активность, в стандартном образце.
Материалы и методы. Основным способом установления количественного содержания вещества в СО является метод материального 
баланса. Определение воды проводили по методу К.Фишера (полумикрометод). Сульфатную золу определяли согласно ОФС.1.2.2.2.0014.15 
«Сульфатная зола» Государственной фармакопеи РФ XIV издания. Родственные примеси и их содержание оценили с помощью метода 
ВЭЖХ на жидкостном хроматографе Flexar, оснащенным диодно-матричным детектором (Perkin Elmer, США). Определение остаточных 
растворителей проводили парофазным методом с использованием газового хроматографа GC-2010Plus Shimadzu с пламенно-
ионизационным детектором. В качестве дополнительного метода установления количественного содержания основного компонента 
было проведено ацидиметрическое титрование с потенциометрической индикацией точки эквивалентности.
Результаты и обсуждения. Установлено процентное содержание по следующим показателям: вода, остаточные органические 
растворители, родственные примеси, сульфатная зола. С помощью метода материального баланса показано, что процентное содержание 
5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олят натрия в стандартном образце составляет 96,01 ± 0,50 %. Ацидиметрическим 
титрованием определено, что количественное содержание 5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олята натрия в СО  – 
95,12 ± 0,02 %. Разницу в аттестованном значении можно пояснить тем, что при титровании выделяется аци-форма СО, которая выпадает 
в осадок в водной среде и способствует смещению равновесия и значения рН. Следовательно, точка эквивалентности достигается 
несколько ранее. Однако данные практически сопоставимы.
Заключение. Определены параметры аттестации стандартного образца: содержание воды, остаточных органических растворителей, 
сульфатная зола, родственные примеси. Установлено количественное содержание основного компонента с помощью метода 
материального баланса и титриметрии (ацидиметрия с потенциометрической индикацией точки эквивалентности). 
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Abstract
Introduction. The standard samples (SS) use is a necessary condition for the medicines' quality control implementation. Their development is an 
urgent problem for the pharmaceutical industry, especially for new biologically active compounds that can be further used as pharmaceuticals.
Aim. This work aim is to establish the 5-butyl-1,2-diphenyl-6-oxo-1,6-dihydro pyrimidone-4-olate sodium quantitative content, for which 
anti-inflammatory and analgesic activity was previously proven, in a standard sample.
Materials and methods. This work aim is to establish the 5-butyl-1,2-diphenyl-6-oxo-1,6-dihydro pyrimidone-4-olate sodium quantitative content, 
for which anti-inflammatory and analgesic activity was previously proven, in a standard sample. The main method for establishing a substance 
quantitative content in the SS is the material balance method. The water determination was carried out according to K. Fisher's method (semi-
micro method). Sulphated ash was determined according to the XIV edition Russian Federation State Pharmacopoeia General Pharmacopoeia 
Monograph "Sulphated ash". Related impurities and their content were assessed using the HPLC method on a Flexar liquid chromatograph 
equipped with a diode array detector (Perkin Elmer, USA). The residual solvents' determination was carried out by the headspace method using 
a gas chromatograph GC-2010Plus Shimadzu with a flame ionization detector. As an additional method for establishing the main component 
quantitative content, acidimetric titration with the equivalence point potentiometric indication was carried out.
Results and discussion. The percentage was determined for the following indicators: water, residual organic solvents, related impurities, 
sulphated ash. Using the material balance method, it was found that the 5-butyl-1,2-diphenyl-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-4-olate sodium 
percentage in a standard sample is 96.01 ± 0.50 %. It was found by acidimetric titration that the 5-butyl-1,2-diphenyl-6-oxo 1,6-dihydropyrimidin-
4-olate sodium quantitative content in SS is 95.12 ± 0.02 %. The difference in the certified value can be explained by the fact that during titration, 
the SS aciform is released, which precipitates in an aqueous medium and contributes to a shift in the equilibrium and pH value. Consequently, the 
equivalence point is reached somewhat earlier. However, the data are practically comparable, but it is necessary to use the value obtained by the 
material balance method.
Conclusion. A standard sample certification parameters were determined: water content, residual organic solvents, sulphated ash, related 
impurities. The main component quantitative content was determined using the material balance method and titrimetry (acidimetry with the 
equivalence point potentiometric indication).

Keywords: material balance, acidimetry, hydroxyoxopyrimidines, related impurities, residual solvents
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ВВЕДЕНИЕ 
Использование стандартных образцов (СО) яв-

ляется необходимым условием для осуществления 
контроля качества лекарственных средств. Их разра-
ботка является актуальной проблемой фармацевти-
ческой отрасли, особенно для новых биологически 
активных соединений, которые в дальнейшем могут 
быть использованы в качестве лекарственных средств.

Ранее на кафедре органической химии ФГБОУ ВО 
СПХФУ Минздрава России на основе N-арилбензами-
динов [1-3] были получены новые водорастворимые 
гидроксиоксопиримидины [4-14].

Целью работы является установление количест- 
венного содержания 5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6- 
дигидропиримидин-4-олята натрия (рисунок 1), для 
которого ранее была доказана противовоспалитель-
ная [15, 16] и анальгезирующая [17] активность, в стан-
дартном образце.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Основным способом установления количествен-

ного содержания вещества в СО является метод ма-
териального баланса, так как данный метод макси- 

Рисунок 1. Структурная формула 5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо- 
1,6-дигидропиримидин-4-олята натрия

Figure 1. The structural formula of 5-butyl-1,2-diphenyl-6-oxo-
1,6-dihydropyrimidine-4-olate sodium
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мально учитывает показатели, которые не относят-
ся к содержанию основного вещества (органические  
примеси, неорганические примеси, вода и остаточ-
ные органические растворители).

Формула материального баланса:

X% = 100 % – (вода, % + ООР, %) – (СЗ, %) – (РП, %).

где ООР – остаточные органические растворители; 
СЗ – сульфатная зола; РП – родственные примеси.

Определение воды

Определение воды проводили по методу К. Фише-
ра (полумикрометод) [18].

Установка титра: 0.0315 г воды смешивали с 5 мл 
метанола и титровали реактивом Фишера до измене-
ния окраски от желтой до красновато-коричневой. 

Опытная проба: точную навеску (0,3 г) исследу- 
емого вещества растворяли в 5 мл метанола и титро-
вали реактивом Фишера до изменения окраски от 
желтой до красновато-коричневой.

Контрольный опыт: 5 мл метанола титровали ре-
активом Фишера до изменения окраски от желтой до 
красновато-коричневой.

Титр реактива Фишера по воде рассчитывали по 
формуле:

1 2

(воды)
(реактив/вода) ,

а
T

V V
=

−

где V1 – объем реактива Фишера, пошедший на тит- 
рование навески воды; V2 – объем реактива Фишера, 
пошедший на контрольный опыт.

Содержание воды в стандартном образце вычис-
ляли по формуле:

o к.о.
реактив

( ) 100 %
вода

Вода, % ,
V V T

а

 − ⋅ ⋅ 
 =

где Vo – объем реактива Фишера, пошедший на титро-
вание опытной пробы; Vк.о. – объем реактива Фишера, 
пошедший на контрольный опыт; Т (реактив/вода)  – 
титр реактива Фишера по воде; а – навеска исследу- 
емого вещества.

Сульфатная зола

Сульфатную золу определяли согласно 
ОФС.1.2.2.2.0014.15 «Сульфатная зола» Государствен-
ной фармакопеи РФ XIV издания. Точная навеска со-
ставляла 1.0 грамм [18].

Родственные примеси

Родственные примеси, а именно технологические, 
и их содержание оценили с помощью метода ВЭЖХ 
на жидкостном хроматографе Flexar, оснащенным  
диодно-матричным детектором (Perkin Elmer, США). 

Подвижная фаза (ПФ). Ацетонитрил – 0,1 % фос-
форная кислота 35 : 65.

Испытуемый раствор. В мерную колбу вмести-
мостью 20 мл помещали 10,0 мг (точная навеска) суб-
станции, растворяли в подвижной фазе (ПФ) и дово-
дили объём раствора ПФ до метки. 

Хроматографические условия

Колонка:

15 × 0,46 см силикагель ок-
тилсилильный эндкепиро-
ванный для хроматографии, 
размер частиц 5 мкм

Температура 
колонки: 25 °С;

Скорость потока: 1,0 мл/мин;

Детектор: спектрофотометрический, 
240 нм;

Объём пробы: 10 мкл
Время 
хроматографирования

двукратное от времени удер-
живания основного пика

Содержание родственных примесей рассчитыва- 
ли по методу внутренней нормализации. Данный ме-
тод подразумевает, что на хроматограмме зарегист- 
рированы все вещества, входящие в состав анализи-
руемой смеси, и что сумма их площадей пиков равно 
100 %. Содержание каждого компонента смеси рас-
считывали по формуле:

X
S

S
i

i

i
i

n
=

⋅

=
∑

100

1

,

где Si – площадь пика определяемого компонента, 

Si
i

n

=
∑

1

  – сумма площадей всех пиков на хроматог- 

рамме.

Остаточные органические растворители

Определение остаточных растворителей про-
водили парофазным методом с использованием га-
зового хроматографа GC-2010Plus Shimadzu. Детек- 
тор – пламенно-ионизационный.

Исходя из схемы получения образца 5-бутил- 
1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олята 
натрия, нами были заявлены следующие остаточные 
органические растворители для контроля: N,N-диме-
тилформамид (ДМФА), ацетон.

ДМФА относится ко 2 классу токсичности [18],  
использовался в процессе получения.

Ацетон относится к 3 классу токсичности [18],  
использовался на этапе получения стандартного об-
разца методом перекристаллизации.

В качестве стандартных образцов были использо- 
ваны: N,N-диметилформамид (ДМФА) (марка: х.ч., Век-
тон), ацетон (марка х.ч., Вектон).
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Хроматографические условия

Колонка:
Колонка для ГХ Rtx®-1301, 
1,8 мкм, 30 м × 0,32 мм, 
Restek, 16092

Температура колонки: 100 °С
Скорость потока: 1,0 мл/мин
Детектор: пламенно-ионизационный
Объём пробы: 1 мкл

Время 
хроматографирования

двукратное от времени 
удерживания основного 
пика

В качестве растворителя был выбран диметил-
сульфоксид (ДМСО), поскольку он обладает высокой 
температурой кипения и крайне медленно испаряется 
при нормальном атмосферном давлении.

Пробоподготовка

Диметилсульфоксид: 5 мл ДМСО помещали в пе-
нициллиновый флакон, закупоривали резиновой 
пробкой и помещали в металлический стакан, кото-
рый укупоривали металлической крышкой. Далее 
термостатировали в течение 30 минут при температу- 
ре 80  °С, затем чистым хроматографическим шприцом 
отбирали 1,0 мкл газовой фазы и вводили в дозиру- 
ющее устройство газового хроматографа [19].

Стандартный раствор ацетона: 5 мл ДМСО и 
1  мл ацетона помещали в пенициллиновый флакон, 
закупоривали резиновой пробкой и помещали в ме-
таллический стакан, который укупоривали металли-
ческой крышкой. Далее термостатировали в течение 
30  минут при температуре 80 °С, затем чистым хро- 
матографическим шприцом отбирали 1,0 мкл газо- 
вой фазы и вводили в дозирующее устройство газо- 
вого хроматографа [19].

Стандартный раствор N,N-диметилформамида:  
5  мл ДМСО и 1 мл ДМФА помещали в пеницилли-
новый флакон, закупоривали резиновой пробкой 
и помещали в металлический стакан, который уку-
поривали металлической крышкой. Далее термоста-
тировали в течение 30 минут при температуре 80  °С, 
затем чистым хроматографическим шприцом отби-
рали 1,0 мкл газовой фазы и вводили в дозирующее 
устройство газового хроматографа [19].

Испытуемый раствор: 5 мл ДМСО и 0,2 г иссле- 
дуемой субстанции помещали в пенициллиновый 
флакон, закупоривали резиновой пробкой и поме-
щали в металлический стакан, который укупоривали  
металлической крышкой. Далее термостатировали в 
течение 30  минут при температуре 80 °С, затем чис- 
тым хроматографическим шприцом отбирали 1,0  мкл 
газовой фазы и вводили в дозирующее устройство  
газового хроматографа [19].

Содержание остаточных растворителей рассчи- 
тывали по методу внутренней нормализации по фор- 
муле:

X
S

S
i

i

i
i

n
=

⋅

==
∑

100

1

,

где Si – площадь пика определяемого компонента, 

Si
i

n

=
∑

1

  – сумма площадей всех пиков на хроматог- 

рамме.
В качестве дополнительного метода установле-

ния количественного содержания основного компо-
нента было проведено ацидиметрическое титрова- 
ние с потенциометрической индикацией точки экви- 
валентности.

Индикаторный электрод: стеклянный электрод.
Электрод сравнения: хлорсеребряный.
Методика: Точную навеску (0,3 г) исследуемо-

го вещества растворяли в 50 мл воды. В получен- 
ный раствор погружали индикаторный электрод и 
электрод сравнения, стакан устанавливали на маг-
нитную мешалку. Проводили первое – ориентиро-
вочное титрование, добавляя по 1 мл 0,1 М раство-
ром соляной кислоты. Фиксировали скачок разности 
потенциалов.

Затем проводили второе титрование новой пор-
ции раствора, прибавляя по 0,1 мл 0,1 М раствором 
соляной кислоты в области предполагаемой точки  
эквивалентности (ТЭ). По результатам второго титро-
вания фиксировали скачок разности потенциалов и 
определяли ТЭ.

Схема реакции представлена на рисунке 2:

Рисунок 2. Химизм взаимодействия 5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олята натрия с соляной кислотой

Figure 2. Chemistry of the interaction of 5-butyl-1,2-diphenyl-6-oxo-1,6-dihydropyrimidine-4-olate sodium with hydrochloric acid
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Титр 0,1 М раствора соляной кислоты по исследу- 
емому веществу рассчитывали по формуле: 

(HCl) . .(вещество)
(HCl/вещество) ,

1000
С M m f

T
⋅ ⋅

=

где С(HCl) – концентрация соляной кислоты, М; M.m.  – 
молярная масса определяемого вещества; f – фактор 
эквивалентности.

Процентное содержание основного компонента в 
стандартном образце определяли по формуле:

(HCl) (HCl/вещество) 100 100 %
,% ,

(100 %воды %OOP)
V K T

X
a
⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ − −

где V(HCl) – объем соляной кислоты, пошедший на  
титрование определяемого вещества; Т(HCl/вещест- 
во)  – титр соляной кислоты по веществу; К – попра-
вочный коэффициент; % воды – процентное содержа-
ние воды в образце; % ООР – процентное содержание  
остаточных растворителей в образце; а – навеска ис-
следуемого вещества.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Определение воды

V1 = 19.4 мл, Vк.о. = 1.1 мл.

0,0315
(реактив/вода) 0,00172 г/мл.

19,4 1,1
Т = =

−

Содержание воды в СО 5-бутил-1,2-дифенил-6- 
оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олята натрия состави-
ло 3,46 ± 0,27 %.

Сульфатная зола

Содержание сульфатной золы – 0,09 ± 0,01 %.

Родственные примеси

Хроматограмма испытуемого образца представле-
на на рисунке 3. Данные хроматограммы представле-
ны в таблице 1.

Cодержание суммы неидентифицированных при-
месей составляет 0,25 ± 0,03 %.

Остаточные органические  
растворители

Хроматограмма раствора субстанции отображена 
на рисунке 4. Данные хроматограммы представлены 
в таблице 2.

В результате определения ООР было установ-
лено, что процентное содержание ДМФА составило 
0,03 ± 0,002 % (300 ± 20 ppm), ацетона – 0,161 ± 0,03 % 
(1610 ± 300 ppm). Суммарное содержание ООР  – 
0,191 ± 0,04 % (1910 ± 400 ppm).

Таблица 1. Данные хроматограммы испытуемого образца  
5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олят 
натрия

Table 1. Chromatogram data of the test sample 5-butyl- 
1,2-diphenyl-6-oxo-1,6-dihydropyrimidine-4-olate sodium

№ 
Время удерживания, 

мин
Retention time, min

% содержание
Content, %

1 3,280 0,055

2 4,137 0,009

3 4,458 0,043

4 5,431 0,080

5 (исследуемое 
соединение)

5 (test compound)
6,298 99,752

6 12,668 0,025

7 14,689 0,035

Общее
Total

100,000

Рисунок 3. Хроматограмма испытуемого образца 5-бутил- 
1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олят натрия

Figure 3. Chromatogram of the test sample 5-butyl-1,2-diphenyl-
6-oxo-1,6-dihydropyrimidine-4-olate sodium 

Рисунок 4. Хроматограмма испытуемого образца 5-бутил- 
1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олят натрия

Figure 4. Chromatogram of the test sample 5-butyl-1,2-diphenyl-
6-oxo-1,6-dihydropyrimidine-4-olate sodium 
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Таблица 2. Данные хроматограммы испытуемого образца  
5-бутил-1,2-дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин- 
4-олят натрия

Table 2. Chromatogram data of the test sample  
5-butyl-1,2-diphenyl-6-oxo-1,6-dihydropyrimidine- 
4-olate sodium

Пик
Peak

Вещество
Compound

Время 
удерживания, мин
Retention time, min

Площадь, %
Square, %

1
Ацетон
Acetone

2,891 0,161

2
ДМФА
DMFA

12,790 0,030

3
ДМСО
DMSO

14,598 99,810

Сумма
Total

– – 100,000

Количественное содержание

С помощью метода материального баланса уста-
новлено, что процентное содержание 5-бутил-1,2- 
дифенил-6-оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олят натрия 
в стандартном образце – 96,01 ± 0,50 %.

Ацидиметрическим титрованием определено, что  
количественное содержание 5-бутил-1,2-дифенил-6- 
оксо-1,6-дигидропиримидин-4-олята натрия в СО со-
ставляет 95,12 ± 0,02 %. Разницу в аттестованном зна-
чении можно пояснить тем, что при титровании вы-
деляется аци-форма СО, которая выпадает в осадок  
в водной среде и способствует смещению равнове-
сия и значения рН. Следовательно, точка эквивалент-
ности достигается несколько ранее, однако данные 
практически сопоставимы. 

На рисунке 5 представлена кривая титрования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Определены параметры аттестации стандартного 

образца: содержание воды, остаточных органических 
растворителей, сульфатная зола, родственные приме-

си. Установлено количественное содержание основ-
ного компонента с помощью метода материального 
баланса и титриметрии (ацидиметрия с потенциомет- 
рической индикацией точки эквивалентности).
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