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Резюме 
Введение. В случае методик определения примесей нередко возникают проблемы, связанные как с установлением, так и с проверкой 
выполнения требования к необходимой чувствительности хроматографической системы. 
Текст. Рассмотрено влияние поправочных коэффициентов и поздно выходящих пиков примесей на требование к отношению сигнал/шум 
(S/N) для проверки пригодности хроматографической системы. 
Заключение. Даны рекомендации как обнаружить ситуации, при которых требование S/N≥10 недостаточно для надежного детектирования 
пиков всех примесей (родственных веществ), и при этом как скорректировать концентрацию испытуемого раствора и/или требование к 
отношению S/N для контроля пригодности системы.
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Abstract
Introduction. In case of methods of impurities determination quite often there are problems connected both with establishment and with check 
of implementation of the requirement to necessary sensitivity of a chromatographic system. 
Text. Influence of correction factors and late eluting peaks of impurities on the requirement for the signal-to-noise ratio (S/N) for chromatographic 
system suitability testing is considered. 
Conclusion. The recommendations are provided how to detect situations at which the requirement of S/N≥10 is insufficient for reliable detecting 
peaks of all impurities (related substances) and therewith how to correct concentration of test solution and/or the requirement to S/N for system 
suitability testing.
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ВВЕДЕНИЕ
Проверка пригодности хроматографической сис- 

темы (ППХС, SST – system suitability testing)) является 
обязательной процедурой для всех хроматографи-
ческих методик контроля качества фармацевтических 
субстанций и лекарственных препаратов. Для мето-
дик определения содержания основных веществ уста-
новление и проверка выполнения требований ППХС 
обычно не вызывает проблем, так как контролируются 
такие характеристики пиков как число теоретических 
тарелок (N), фактор асимметрии (T0,05), относительное 
стандартное отклонение площади пика (RSD) и ред-
ко – разрешение между пиками (Rs) [1]. Однако в слу-

чае методик определения примесей нередко возни-
кают проблемы, связанные как с установлением, так 
и с проверкой выполнения требования к необходи-
мой чувствительности хроматографической системы 
(Sensitivity testing). 

Согласно рекомендациям, опубликованным в [2–
4], концентрация раствора для проверки чувстви-
тельности хроматографической системы (ПЧХС) долж-
на соответствовать порогу игнорирования примесей 
(disregard limit; чаще всего 0,05%), а отношение сиг-
нал/шум (S/N), рассчитанное для пика основного ве-
щества на хроматограмме раствора ПЧХС, должно 
быть не меньше 10 [2–4]. Эти рекомендации являют-
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ся рамочными и не учитывают возможные особеннос- 
ти анализируемых объектов и получаемых хроматог- 
рамм. Поэтому не удивительно, что у разработчиков 
и пользователей методик определения примесей час- 
то возникают вопросы, связанные с необходимой 
чувствительностью хроматографической системы и 
ее проверкой. Ответы на ряд таких вопросов можно 
найти в публикации [5]; в ней подробно рассмотрены 
критерии для выбора определенной концентрации 
раствора ПЧХС, условия, при которых следует брать 
концентрацию раствора ПЧХС на уровне большем 
или меньшем, чем 0,05%, случаи, когда нижняя гра-
ница требования к S/N может быть <10 и когда можно 
не использовать раствор ПЧХC, то есть не проверять  
чувствительность хроматографической системы. Там 
же указан и обоснован критерий приемлемости при 
наличии остаточного пика основного вещества на хро-
матограмме blank (холостого опыта): площадь оста-
точного пика на хроматограмме blank не должна пре-
вышать 10% от площади пика основного вещества на 
хроматограмме раствора для проверки чувствитель-
ности хроматографической системы1. 

Цель статьи: в дополнение к [5] рассмотреть си-
туации, при которых нижняя граница требования  
S/N≥10, то есть 10, может оказаться недостаточно 
большой для надежного детектирования пиков при-
месей; дать рекомендации, как обнаружить такие си-
туации и при этом как скорректировать концентрацию 
испытуемого раствора и/или требование к отношению 
S/N для пика основного вещества на хроматограмме 
раствора ПЧХС.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Прежде всего поясним, почему в качестве нижней 

границы требования к S/N для раствора ПЧХС в фарма-
копеях обычно указывают S/N = 10 [2–4]. Это связано с 
концентрацией раствора ПЧХС. Известно, что концен-
трация раствора ПЧХС должна соответствовать порогу 
игнорирования примесей (disregard limit) [2], и поэто-
му концентрацию раствора ПЧХС берут на определен-
ном уровне относительно концентрации испытуемо-
го раствора, выбираемом специальным образом [5]. С 
другой стороны, концентрация раствора ПЧХС должна 
быть такой, чтобы можно было воспроизводимо (на-
дежно) определять высоту пика основного вещества 
на хроматограмме раствора ПЧХС. Для методик опре-
деления примесей общепринятым критерием воспро-
изводимости площадей и, как следствие, высот пиков 
является требование: относительное стандартное от-
клонение площади пика … не должно превышать 
5,0%. Согласно теории, для пиков гауссовой формы от-
носительное стандартное отклонение площади пика 
(RSD) можно выразить через отношение S/N [6]:

RSD≈50/(S/N), (1)

1 Такой критерий очень важен, так как на практике не-
редко встречаются ситуации, когда невозможно полностью 
отмыть хроматографическую колонку от остаточного пика 
основного вещества.

или 
S/N≈50/(RSD). (2)

Подставив в (2) %RSD=5,0 (т.е. 5,0%), получаем  
S/N≈10. Это, по-видимому, и являлось прямым или кос-
венным (см. примечание) основанием для выбора зна-
чения 10 в качестве нижней границы требования к S/N 
при проверке чувствительности хроматографической 
системы.

Примечание. Могут сказать, что нижняя граница 
требования к S/N – 10 выбрана из-за того, что S/N=10 
соответствует пределу количественного определе-
ния (LOQ) [2, 7–9], устанавливаемому для хроматогра-
фических методик по отношению сигнал/шум базовой 
линии. Однако выбор S/N=10 в качестве критерия для 
LOQ тоже с большой вероятностью основывается на 
формулах (1) и (2), так как вряд ли случайно значение  
S/N=10 при LOQ точно соответствует RSD=5,0% по фор-
муле (2). 

Важно подчеркнуть, что введение раствора ПЧХС 
в проверку пригодности хроматографической систе-
мы предполагает контроль необходимой чувствитель-
ности хроматографической системы по отношению 
ко всем примесям. То есть предполагается, что если у 
пика основного вещества на хроматограмме раство-
ра ПЧХС отношение S/N будет ≥10, то у всех приме-
сей с содержанием на уровне порога игнорирования 
примесей отношение S/N будет не меньше предела 
обнаружения (LOD). Так как в соответствии с ICH при 
LOD отношение S/N=3 [8], то выполнение требования  
S/N≥10 у пика основного вещества на хроматограмме 
раствора ПЧХС должно означать, что у всех примесей 
при их содержании на уровне порога игнорирования 
примесей с большой вероятностью S/N≥3. Практика 
показала, что в большинстве случаев это выполняет-
ся. Однако могут быть ситуации, при которых ниж-
няя граница требования S/N≥10 для пика основного ве-
щества на хроматограмме раствора ПЧХС (то есть  
S/N≈10) оказывается недостаточной для надежного 
детектирования всех примесей: некоторые примеси 
могут быть не видны или у них S/N<3 при содержании 
(%) на уровне порога игнорирования примесей. Можно 
выделить 2 основных индикатора для такого риска:
•	 Первый индикатор: время выхода последне-

го пика по результатам стрессовых исследований 
при валидации методики определения примесей 
или продолжительность хроматограммы испы-
туемого раствора значительно превышает время 
удерживания основного вещества (ориентировоч-
но в 4 раза и более). 
Этот индикатор связан с тем, что при увеличении 

времени выхода пика, согласно теории [6], происходит 
его уширение и, как следствие, уменьшение высоты 
вплоть до такой, при которой S/N<3 – то есть меньше 
предела обнаружения [8] даже при выполнении усло-
вия S/N≈10 для пика основного вещества на хромато-
грамме раствора ПЧХС. Наглядный пример такой си-
туации для поздно выходящей примеси приведен на 
модельной хроматограмме на рисунке 1 (пояснение 
дано ниже). Поэтому, если при стрессовых исследова-
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ниях [10] обнаружены поздно выходящие пики при-
месей и/или продолжительность хроматограммы для 
определения примесей значительно превышает вре-
мя выхода пика основного вещества, то следует про-
верить, все ли примеси детектируются. Такую провер-
ку можно провести, например, следующим образом. 
Берут хроматограф с диодно-матричным детектором 
и образец препарата (модельной смеси) или субстан-
ции – в зависимости от объекта анализа, на конце сро-
ка годности (долгосрочное или ускоренное хране-
ние)1. Хроматографируют при номинальных условиях 
испытуемый раствор (концентрация основного ве-
щества Co), а также раствор плацебо или blank (при 
анализе субстанций) – для идентификации пиков пла-
цебо и системных пиков. Сравнивают хроматограм-
мы этих растворов с хроматограммами типа MaxPlot 
фирмы Waters [11] – на них пики веществ имеют макси-
мальную высоту, так как на хроматограмму выводятся 
максимальные значения оптической плотности в рас-
сматриваемом диапазоне длин волн (обычно от 200 
до 350 нм). Делают вывод об отсутствии или о наличии 
дополнительных пиков примесей, то есть тех, кото-
рые имеются на хроматограмме испытуемого раство-
ра, выведенной в режиме MaxPlot, однако, отсутствуют 
на хроматограмме этого раствора при рабочей длине 
волны. Если такие пики примесей имеются, то:

– в случае разработки методики увеличивают кон-
центрацию испытуемого раствора от Co вплоть до та-
кой минимальной концентрации (CD) при которой у 
всех обнаруженных дополнительных пиков примесей 
отношение S/N≥3. Затем раствор с концентрацией CD 
используют как испытуемый раствор по разрабаты-
ваемой методике. Характерно, что в подобном случае 
при сохранении концентрации испытуемого раство-
ра Co невозможно обеспечить необходимую чувстви-
тельность хроматографической системы даже при 
ужесточении требования от S/N ≥10 до S/N≥50 и бо-
лее для пика основного вещества на хроматограмме 
раствора ПЧХС;

– если не могут увеличить концентрацию испыту-
емого раствора до CD, то рассматривают возможность 
увеличения объема пробы при инжекции, увеличения 
скорости потока подвижной фазы, введения/коррек-
ции градиента, изменения рабочей длины волны и т.д.;

– при апробации/трансфере методики делают вы-
вод о ее недостаточной чувствительности.

Примечание: при разработке методик определе-
ния примесей рекомендуем всегда проводить изло-
женную выше проверку наличия дополнительных пи-
ков примесей.
•	 Второй индикатор: если на хроматограмме 

раствора ПЧХС S/N≈10 или немного больше деся-
ти и есть примеси с поправочным коэффициентом  
F>1,25. 

1 Если времени мало, то можно использовать ускоренное 
хранение модельной смеси препарата при температуре 60 oC 
и относительной влажности W=75% в течение 30 дней (экви-
валент 2 лет) [13]. 

Если есть примеси, которые соответствуют вто-
рому индикатору, то в общем случае имеется риск то-
го, что у такой примеси отношение S/N будет меньше 
3 даже при выполнении требования S/N≈10 у пика ос-
новного вещества на хроматограмме раствора ПЧХС. 
Поэтому для обеспечения необходимой чувствитель-
ности хроматографической системы целесообразно 
поступать следующим образом.

При отсутствии образцов примесей, удовлет-
воряющих второму индикатору, можно воспользо-
ваться рекомендацией европейского руководства [2], 
в котором для примесей с поправочным коэффициен-
том большим, чем 1,25 предлагается корректировать 
требование к S/N путем умножения 10 на значение 
поправочного коэффициента примеси F, то есть:

S/N≥F ∙ 10. (3)

Если имеется несколько таких примесей, то: 

S/N≥ Fmax ∙ 10, (4)

где множитель Fmax – максимальное значение попра-
вочного коэффициента для примесей, используемое 
в формуле для определения содержания примесей; 
Fmax=1, если у всех примесей F≤1,25.

Отметим, что требования S/N≥F ∙ 10 и S/N≥Fmax ∙ 10 
являются формальными, так как поправочный коэффи-
циент зависит от отношения площадей, а не высот пи-
ков [2], и при этом не учитывается увеличение высоты 
пика примеси, при прочих равных условиях, если пик 
примеси выходит до пика основного вещества. Тем не 
менее, введение условия (3) или (4) в проверку пригод-
ности (чувствительности) хроматографической сис- 
темы снижает риск неправильной оценки содержания 
отдельных примесей и суммы примесей, а это очень 
важно на практике. 

При наличии образцов примесей, удовлетво-
ряющих второму индикатору, для снижения рис- 
ка недостаточной чувствительности хроматографи-
ческой системы целесообразно использовать следу-
ющий подход. Готовят исходный раствор смеси при-
месей, у которых F>1,25, с концентрацией примесей в 
5 или более раз превышающей порог игнорирования 
примесей. Из этого раствора затем можно готовить 
растворы с меньшей концентрацией примесей путем 
взятия определенных аликвот. Инжектировать разбав-
ленный раствор смеси примесей с концентрациями на 
уровне порога игнорирования примесей (CN; чаще все-
го 0,05% от концентрации испытуемого раствора для 
определения примесей). Если окажется, что у пиков 
этих примесей S/N≥3, то достаточно использовать тре-
бование S/N≥10 для пика основного вещества на хро-
матограмме раствора ПЧХС. В противном случае сле-
дует увеличить концентрацию примесей в растворе их 
смеси до такой (СF), при которой у пиков всех приме-
сей будет S/N≥3 и, соответственно, уточнить требова-
ние к отношению S/N для пика основного вещества на 
хроматограмме раствора ПЧХС:

S/N≥10 (СF/CN), (5)
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где CN – концентрация раствора смеси примесей с 
F>1,25 на уровне порога игнорирования примесей; 
СF – минимальная концентрация аналогичного раство-
ра, при которой у всех пиков примесей с F>1,25 отно-
шение S/N≥3. 

Для иллюстрации этого подхода на рисунках 1 и 
2 приведены модельные хроматограммы раствора 
ПЧХС, на которых для наглядности добавлены пики 
5 «примесей» помимо пика основного вещества. Эти 
хроматограммы получены с помощью компьютерной 
программы «HPLC Simulator 6.0» [12]. На хроматограм-
ме исходного модельного раствора ПЧХС (рисунок 1) 
трудно заметить пик «примеси» с временем удержи-
вания (RT) 22,3  мин1. При этом у пика основного ве- 
щества с RT 5,5 мин отношение сигнал/шум S/N≈10. Для 
того, чтобы пик «примеси» с RT 22,3 мин можно было 
достаточно надежно детектировать и обсчитывать, то 
есть для достижения S/N≈3 (LOD), потребовалось уве-
личить концентрацию модельного раствора ПЧХС в 2,5 
раза. В результате этого действия у пика «примеси» с 
RT 22,3  мин получили отношение S/N≈3, а у пика ос-
новного вещества с RT 5,5 мин S/N≈25 (рисунок 2). То 
есть в аналогичном реальном случае требование к от-
ношению сигнал/шум для пика основного вещества на 
хроматограмме раствора ПЧХС S/N≥10 было бы не-

1 Программа «HPLC Simulator 6.0», как и другие компью-
терные программы, моделирующие хроматограммы, не дает 
возможности вводить значение поправочного коэффициента 
F. Поэтому моделировали F путем уменьшения концентрации 
примеси с RT 22,3 мин по сравнению с концентрацией 
основного вещества. 

достаточным для определения содержания всех при-
месей и его следовало заменить на S/N≥25. 

Подчеркнем, что условие (5) дает возможность бо-
лее надежно оценивать необходимую чувствитель-
ность хроматографической системы для методик 
определения примесей с поправочными коэффициен-
тами F>1,25, чем (3) и (4), так как оно основывается на 
реальном тестировании необходимой чувствитель-
ности хроматографической системы. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В статье рассмотрены ситуации, при которых ниж-

няя граница требования S/N≥10, то есть 10, может 
оказаться недостаточно большой для надежного де-
тектирования пиков примесей. Показано как можно 
обнаружить такие ситуации и как при этом скоррек-
тировать концентрацию испытуемого раствора и/или 
требование к отношению S/N для пика основного ве-
щества на хроматограмме раствора ПЧХС, чтобы обе-
спечить надежное определение примесей в фармацев-
тических субстанциях и лекарственных препаратах.
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Рисунок 2. Хроматограмма раствора ПЧХС полученная путем увеличения концентрации исходного модельного раствора ПЧХС 
(рисунок 1) в 2,5 раза. При этом у «примеси» с RT 22,3 мин значение S/N≈3. У пика основного вещества с RT 5,5 мин значение  
S/N≈25

Figure 2. Chromatogram of the PCHA solution obtained by increasing the concentration of the initial model PCHA solution (Figure 1) 
2.5 times. At the same time, the «impurity» with RT is 22.3 min and the value S/N≈3. At the peak of the main substance with RT 5.5 min, 
the value of S/N≈25
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