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Количественное определение вспомогательных веществ является фармакопейным требовани-
ем оценки качества биологических лекарственных препаратов. Для определения стабилизаторов 
углеводной природы (сорбитол, маннитол, трегалоза, глюкоза, лактоза, сахароза и мальтоза) ранее 
в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России была разработана методика ионообменной ВЭЖХ с им-
пульсным амперометрическим детектированием. Для рутинного воспроизведения методики необ-
ходим стандартный образец внутрилабораторного контроля анализа, т. к. проверка пригодности 
хроматографической системы является обязательной процедурой для всех хроматографических ме-
тодик контроля качества фармацевтических субстанций и лекарственных препаратов. Кроме того, 
использование единых стандартных образцов позволяет получать сопоставимые результаты испы-
таний в  разных лабораториях. В результате проведенных исследований разработаны состав и фор-
ма выпуска стандартного образца контроля стабильности определения стабилизаторов углеводной 
природы. Присвоена аттестованная характеристика — диапазон значений фактора разрешения меж-
ду парами пиков сорбитол/маннитол и маннитол/трегалоза 1,8–2,4 и 2,1–2,9 соответственно. Другим 
парам пиков (трегалоза/глюкоза, глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза и сахароза/мальтоза) присвоена 
полуколичественная аттестованная характеристика — фактор разрешения не менее 3,0.
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Quantitative determination of excipients is a pharmacopoeial requirement for assessing the quality of bio- 
logical medicinal products. For determination of carbohydrate stabilizers (sorbitol, mannitol, trehalose, 
glucose, lactose, sucrose, and maltose), the Scientific Center for Expert Evaluation of Medical Products 
of the Ministry of Health of the Russian Federations prescribes the method of anionic exchange HPLC 
with pulse amperometric detection. Routine application of this method requires a reference material of in-
tralaboratory analytical control, since the suitability of  chromatographic systems must be checked prior 
to use of all chromatographic methods for quality control of pharmaceutical substances and medicinal prod-
ucts. In addition, certified reference materials permit interlaboratory comparison of test results. In this study, 
we set out to develop the composition and a release form of a certified reference material for stability con-
trol of determination of carbohydrate stabilizers. The range of the resolution factor between the peak pairs 
of  sorbitol/mannitol and mannitol/trehalose was used as a certified characteristic, being1.8–2.4 and 2.1–2.9, 
respectively. For other peak pairs (trehalose/glucose, glucose/lactose, lactose/sucrose, and sucrose/maltose), 
a semi-quantitative certified characteristic was assigned, i.e., a resolution factor of at least 3.0.
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Введение
К биологическим лекарственным препа-

ратам (далее — БЛП) в соответствии с тер-
минологией Государственной Фармакопеи 
РФ, фармакопеи Евразийского экономиче-
ского союза (ЕАЭС), Европейской фармако-
пеи (ЕФ), а также управления по контролю 
за продуктами и лекарствами США (FDA) 
относят вакцины, кровь и ее компоненты, 
аллергены, соматические клетки, препараты 
генной терапии, ткани и рекомбинантные 
терапевтические белки. К перечисленным 
группам лекарственных средств относятся 
препараты, которые в соответствии с распо-
ряжением Правительства РФ от 12.10.2019 
№ 2406-р (ред. от 16.04.2024) входят в пере-
чень жизненно необходимых и важнейших 
лекарственных препаратов.

Ряд таких препаратов в качестве стаби-
лизаторов содержат вещества углеводной 
природы, например ферментные препараты 
(«Глуразим», «Церезим»), факторы свер-

тывания крови («Октофактор», «Адвейт», 
«Нувик», «Энплейт» и т. д.), препараты ре-
комбинантных моноклональных антител 
(«Дупиксент»), соматропины, иммуногло-
булины нормальные человеческие и спе-
цифические иммуноглобулины, вакцины 
в соответствии с национальным календарем 
профилактических прививок и календарем 
профилактических прививок по эпидемиче-
ским показаниям, а также вакцины для про-
филактики новой коронавирусной инфек-
ции COVID-19. Данные вещества вносят 
в состав готового препарата с целью при-
дания определенных физико-химических 
и биофармацевтических свойств, а также 
для обеспечения контролируемой или про-
лонгированной доставки лекарств [5, 11, 12].

Анализ состава БЛП, зарегистрированных 
в РФ, показал, что самыми распространен-
ными вспомогательными веществами угле-
водной природы являются маннитол и саха-
роза, примерно в 3 раза реже используются  
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сорбитол, трегалоза, лактоза, мальтоза и глю-
коза. Кроме того, в состав некоторых БЛП 
перечисленные углеводы входят в различ-
ных комбинациях друг с другом [8].

Одним из обязательных показателей 
оценки качества лекарственных препара-
тов является количественное определение 
вспомогательных веществ. Для определе-
ния содержания стабилизаторов углеводной 
природы (сорбитол, маннитол, трегалоза, 
глюкоза, лактоза, сахароза и мальтоза) ра-
нее в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
была разработана методика ионообменной 
ВЭЖХ с импульсным амперометрическим 
детектированием [2, 3]. Проверка пригодно-
сти хроматографической системы является 
обязательной процедурой для всех хрома-
тографических методик контроля качества 
фармацевтических субстанций и лекарст-
венных препаратов [9, 10]. Целью тести-
рования пригодности системы является 
подтверждение стабильной работы хрома-
тографической системы, обеспечивающей 
получение приемлемых результатов оценки 
качества лекарственного препарата. Для это-
го проверяют такие параметры, как фактор 
симметрии пиков, эффективность колонки, 
фактор разрешения для критических пар 
пиков, относительные стандартные откло-
нения площадей и времен удерживания 
пиков и др. параметры с использованием 
стандартного образца. Таким образом, раз-
работка соответствующего стандартного 
образца является актуальной.

Цель работы — разработать стандарт-
ный образец для оценки разрешающей 
способности хроматографической системы 
при определении стабилизаторов углевод-
ной природы методом анионообменной 
ВЭЖХ в биологических лекарственных 
препаратах.

Материалы и методы
В процессе разработки и аттестации кан-

дидата в стандартный образец (СО) исполь-

зовали воду очищенную и деионизован-
ную с помощью системы Mili Q, Millipore, 
реактивы фирмы Sigma Aldrich (сорбитол 
(≥98%), маннитол (≥98%), трегалоза ди-
гидрат (≥99%), глюкоза (≥98%), лактоза 
(≥98%), сахароза (≥99,5%), мальтоза (≥95%), 
азид натрия и раствор натрия гидроксида 
в воде 50% для ионной хроматографии).

Хроматографическое определение осу-
ществляли на ионных хроматографах Dionex 
ICS 5000+ и Dionex ICS 6000+ с импульс-
ным амперометрическим детектированием. 
Разделение осуществляли в изократическом 
режиме, на хроматографической колонке 
CarboPac PA1 размером 4×250 мм, с пред-
колонкой CarboPac PA1 размером 4×50 мм. 
В исследовании использовали колонки 
и предколонки двух серий. Состав подвиж-
ной фазы — 160 мМ р-р натрия гидроксида, 
объем инжекции — 10 мкл, скорость потока 
подвижной фазы — 1 мл/мин, температура 
хроматографической колонки — 20°С [2, 3]. 
Полученные хроматограммы обрабатыва-
ли с помощью программного обеспечения 
Chromeleon.

Результаты исследований
Разработка кандидата в СО, оценка 
стабильности, обоснование выбора 
аттестованной характеристики
Состав (количество и концентрацию ста-

билизаторов, растворитель, консервант) 
и объем розлива кандидата в СО определя-
ли исходя из области применения методики 
анионообменной ВЭЖХ (от 1 до 50 мкг/мл) 
[2, 3]. В состав вошли два полиола (сорби-
тол и маннитол), моносахарид (глюкоза) 
и четыре дисахарида (трегалоза, лактоза, 
сахароза и мальтоза). Исходные растворы 
готовили гравиметрически так, чтобы ко-
нечная концентрация каждого компонента 
в составе смеси составляла около 25 мкг/мл.  
В качестве растворителя использовали деи-
онизованную воду. В качестве консерванта 
использовали азид натрия в концентрации 
0,05%. Перед розливом в ампулы раствор 
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фильтровали через мембранный фильтр 
из полиэфирсульфона с размером пор 
0,2 мкм.

Раствор хранили в месте, защищенном 
от солнечного света, при температуре 2–8ºС. 
Стабильность раствора оценивали методом 
естественного старения в реальном време-
ни по результатам экспериментальных ис-
следований (n=7), проведенных в течение 
14 мес. Типичная хроматограмма р-ра кан-
дидата в СО представлена на рисунке.

Как показано на рисунке, на хроматограм-
ме водного р-ра консерванта отсутствуют 
пики со временем удерживания пиков ком-
понентов кандидата в СО.

В качестве контролируемых параметров 
для каждого компонента установили фактор 
разрешения между пиками, фактор симметрии, 
эффективность (число теоретических таре-
лок), а также соотношение площадей и высот 
соответствующих пиков свежеприготовленно-
го раствора и кандидата в СО (табл. 1).

Как показано в табл. 1, значения фак-
тора разрешения, полученные для каж-
дого пика на хроматограммах кандидата 
в СО, составили более 2, эффективность 
хроматографической колонки для каждо-
го пика — более 5500, фактор симметрии 
не более 1,6. Полученные результаты со-
ответствуют рекомендуемым требованиям 

Таблица 1. Параметры пиков на хроматограммах кандидата в СО в течение 14 мес. (n=7)
Table 1. Peak parameters in the chromatograms of CRM candidate over 14 months (n=7)

Компонент

Фактор 
разрешения 

между пиками
(Хср/RSD, %)

Фактор 
симметрии
(Хср/RSD, %)

Эффективность 
колонки

(Хср/RSD, %)

Соотношение 
площадей пиков

(Хср/RSD, %)

Соотношение 
высот пиков
(Хср/RSD, %)

Сорбитол 2,2/5,0 1,57/12,0 6547/10,8 1,06/3,4 1,11/5,6

Маннитол 2,6/5,4 1,39/10,9 6365/11,1 0,97/1,8 1,03/3,2

Трегалоза 6,0/5,2 1,13/6,8 5516/7,0 0,94/3,2 0,98/1,0

Глюкоза 10,4/5,9 1,13/5,0 6528/11,2 1,00/2,4 0,99/1,9

Лактоза 4,2/7,1 1,11/4,9 5185/10,1 1,00/2,0 0,99/1,5

Сахароза 11,0/7,6 1,04/2,4 5233/13,4 1,00/2,4 1,00/2,1

Мальтоза – 1,02/1,9 5149/15,3 0,99/2,0 1,00/2,1

Рис. Типичная хроматограмма кандидата в СО (черная) и водного р-ра натрия азида 0,05% (синяя).
Fig. Typical chromatogram of CRM candidate (black) and 0.05% aqueous sodium azide solution (blue).
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Государственной фармакопеи РФ («фактор 
разрешения не менее 1,5; фактор симме-
трии 0,8–1,8; эффективность — не менее 
2000 теоретических тарелок» [6, 9]), фарма-
копеи Евразийского экономического союза 
и Европейской фармакопее («фактор раз-
решения не менее 1,5; фактор симметрии 
0,8–1,5; эффективность — не менее 2000 
теоретических тарелок») [6, 7]. Высоты 
и площади пиков каждого компонента 
на хроматограммах кандидата в СО и све-
жеприготовленных растворов соответству-
ют друг другу (соотношение около 1).

Кроме вышеперечисленных параметров 
для оценки стабильности кандидата в СО 
оценивали стабильность абсолютного и от-
носительного времени удерживания пиков 
каждого компонента в условиях воспроиз-
водимости (табл. 2, 3).

Как показано в табл. 2, абсолютные вре-
мена удерживания пиков полиолов и трега-
лозы практически не меняются на протяже-
нии всего периода хранения кандидата в СО 
(RSD не более 1,5%), тогда как времена 
удерживания остальных компонентов р-ра 
(глюкозы, лактозы, сахарозы и мальтозы) 
имеют большой разброс (RSD более 1,9%). 
Такое поведение пиков на хроматограммах, 
предположительно, может быть следст-

вием влияния незначительных колебаний 
содержания натрия гидроксида в составе 
подвижной фазы, приготовленной в усло-
виях воспроизводимости (в разные дни, 
разными аналитиками). Пики глюкозы, 
лактозы и сахарозы могут быть установле-
ны в качестве реперных, т. к. они находятся 
в середине хроматографического профиля 
(рис.). При этом время удерживания пика 
глюкозы наиболее стабильно в условиях 
воспроизводимости. Таким образом, были 
рассчитаны времена удерживания пиков 
каждого компонента СО относительно вре-
мени удерживания пика глюкозы (табл. 3).

Как показано в табл. 3, относительные 
времена удерживания пиков каждого ком-
понента относительно пика глюкозы име-
ют достаточно стабильные значения (RSD 
не более 1,6%).

Таким образом, в качестве аттестованной 
характеристики кандидата в СО можно вы-
брать один или несколько параметров пика 
из вышеперечисленных (эффективность 
хроматографической колонки, фактор сим-
метрии, абсолютное или относительное 
время удерживания и разрешение между 
пиками). Эффективность хроматографиче-
ской колонки за весь период наблюдений 
значительно выше минимальных фармако-

Таблица 2. Оценка стабильности кандидата в СО по времени удерживания пиков каждого компонента (n=7)
Table 2. Evaluation of the stability of CRM candidate based on the retention time of peaks of each component (n=7)

Время удерживания 
пика, мин Сорбитол Маннитол Трегалоза Глюкоза Лактоза Сахароза Мальтоза

Среднее значение 2,468 2,749 3,142 4,286 7,550 9,556 17,954
Стандартное отклонение 0,038 0,040 0,041 0,082 0,168 0,183 0,533

RSD, % 1,54 1,46 1,30 1,91 2,23 1,92 2,97

Таблица 3. Оценка стабильности кандидата в СО по времени удерживания пиков каждого компонента, отно-
сительно пика глюкозы (n=7)
Table 3. Evaluation of the stability of CRM candidate based on the retention time of peaks of each component relative 
to the glucose peak (n=7)

Время удерживания 
пика, мин Сорбитол Маннитол Трегалоза Глюкоза Лактоза Сахароза Мальтоза

Среднее значение 0,58 0,64 0,73 1,00 1,76 2,23 4,19
Стандартное отклонение 0,006 0,006 0,007 0,000 0,012 0,016 0,065

RSD, % 1,03 0,94 0,96 0,00 0,68 0,72 1,55
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пейных требований, а фактор симметрии 
уже имеет довольно узкий диапазон зна-
чений по фармакопейным требованиям. 
В свою очередь, фактор разрешения, явля-
ясь отношением разницы между времена-
ми удерживания пиков к сумме их ширин 
на полувысоте, позволяет одновременно 
контролировать и разрешение между пика-
ми, и время удерживания. Следовательно, 
наиболее значимым параметром является 
фактор разрешения между пиками.

Таким образом, в качестве аттестованной 
характеристики кандидата в СО целесо-
образно установить допустимый диапазон 
значений фактора разрешения между пара-
ми пиков сорбитол/маннитол и маннитол/
трегалоза, т. к. они имеют критически близ-
кие и в то же время достаточно стабильные 
времена удерживания.

Значения фактора разрешения между 
пиками трегалоза/глюкоза, глюкоза/лакто-
за, лактоза/сахароза и сахароза/мальтоза 
значительно больше, чем значение мини-
мального фактора разрешения, установлен-
ного регуляторными требованиями, однако 
имеют большой разброс — RSD 5,9–7,5% 
(табл. 1). Поэтому для пиков трегалоза/
глюкоза, глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза 
и сахароза/мальтоза целесообразно устано-
вить полуколичественную аттестованную 
характеристику в виде минимально допу-
стимого значения фактора разрешения.

Присвоение аттестованной 
характеристики
Для установления значений аттестован-

ной характеристики СО испытания прово-
дили два оператора на двух хроматографи-
ческих системах с применением колонок 
разных серий. Объем выборки — 46.

Диапазон значений фактора разреше-
ния между парами пиков рассчитывали 
как среднее значение Xср.±2S, где S — 
стандартное отклонение при n=46 [1, 4]. 
Полученные данные приведены в табл. 4.

Таким образом, в качестве значения ат-
тестованной характеристики для кандидата 

в СО установлен диапазон значений фактора 
разрешения между парами пиков сорбитол/
маннитол 2,10±0,32 и маннитол/трегалоза 
2,50±0,36. Для пар пиков трегалоза/глюкоза, 
глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза и сахаро-
за/мальтоза установлена полуколичествен-
ная аттестованная характеристика в виде 
минимально допустимого значения фактора 
разрешения — не менее 3,0. При установле-
нии данной величины, помимо эксперимен-
тальных данных, учитывали фармакопей-
ные требования к минимально допустимому 
значению фактора разрешения.

Выводы
В результате проведенных исследо-

ваний разработан стандартный образец 
для внутрилабораторного контроля каче-
ства методики количественного определе-
ния стабилизаторов углеводной природы 
в составе биологических лекарственных 
препаратов методом ионообменной ВЭЖХ 
с импульсным амперометрическим детек-
тированием. Стандартный образец пред-
ставляет собой р-р семи стабилизаторов 
углеводной природы (сорбитол, манни-
тол, трегалоза дигидрат, глюкоза, лак-
тоза, сахароза и мальтоза моногидрат) 
с концентрацией каждого компонента около  
25 мкг/мл, разлитый в стеклянные ампулы 
по 2 мл. Консервант — азид натрия в конеч-
ной концентрации 0,05%.

Показана стабильность стандартного 
образца в течение минимум 14 мес. На ос-
новании оценки стабильности времен удер-
живания компонентов стандартного образ-
ца, а также значений фактора разрешения 
проведен выбор аттестованной характери-
стики и установлено ее значение: диапазон 
значений фактора разрешения между па-
рами пиков сорбитол/маннитол 2,10±0,32 
и маннитол/трегалоза 2,50±0,36; мини-
мально допустимое значение фактора раз-
решения для пар пиков трегалоза/глюкоза, 
глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза и сахаро-
за/мальтоза — не менее 3,0.
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Таблица 4. Значения факторов разрешения для пар пиков на хроматограммах кандидата в СО
Table 4. Resolution factor values for peak pairs in chromatograms of CRM candidate 

№ Оператор Сорбитол/
маннитол

Маннитол/
трегалоза

Трегалоза/
глюкоза

Глюкоза/
лактоза

Лактоза/
сахароза

Сахароза/
мальтоза

1

Оператор 1
Хроматограф 1

Колонка 2
(n=6)

2,20 2,60 6,07 10,47 4,28 11,15

Стандартное отклонение 0,11 0,14 0,23 0,56 0,31 0,78

2

Оператор 1
Хроматограф 1

Колонка 1
(n=10)

2,3 2,7 6,1 10,9 4,6 11,5

Стандартное отклонение 0,07 0,07 0,05 0,07 0,05 0,05

3

Оператор 2
Хроматограф 1

Колонка 1
(n=10)

2,2 2,7 6,1 10,9 4,6 11,6

Стандартное отклонение 0,05 0,04 0,03 0,10 0,00 0,05

4

Оператор 1
Хроматограф 2

Колонка 1
(n=10)

2,0 2,3 5,9 10,6 4,3 11,8

Стандартное отклонение 0,04 0,03 0,13 0,15 0,00 0,14

5

Оператор 1
Хроматограф 1

Колонка 2
(n=10)

2,0 2,4 5,7 9,7 4,0 10,2

Стандартное отклонение 0,04 0,04 0,16 0,08 0,05 0,18
Среднее значение 2,1 2,5 6,0 10,5 4,4 11,3
Стандартное отклонение 0,16 0,18 0,22 0,52 0,26 0,65
Значение аттестованной 
характеристики (Xср±2СКО) 2,1±0,32 2,5±0,36 не менее 3,0
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