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Резюме. Статья представляет собой обзор публикаций, посвященных количественному определению полисорбатов в лекарствен-
ных препаратах. В статье затронуты вопросы строения и свойств полисорбатов. Рассмотрен вопрос применения полисорбатов в 
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Abstract. The article is a review of publications on the quantitative determination of polysorbates in pharmaceuticals. The author 
touches upon the structure and properties of polysorbates. The question of the use of polysorbates in the production of drugs is 
considered. Approaches and methods for quantitative determination of polysorbates are evaluated, their advantages and disadvantages 
are indicated.
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ВВЕДЕНИЕ
Полисорбаты нашли широкое применение 

в фармацевтической, пищевой и косметической 
промышленностях. В фармации полисорбаты ча-
ще всего используются в качестве солюбилиза-
торов и стабилизаторов в лекарственных средст- 
вах, содержащих в качестве действующего ве-
щества белки и пептиды. Наличие полисорбатов в 
составе таких лекарственных средств обусловле-
но необходимостью сохранения биологической 
активности, что обеспечивается за счет снижения 
абсорбции белка на поверхности первичной упа-
ковки (флакона, шприца или ампулы), а также сни-
жения поверхностного натяжения между фазами 
«воздух – жидкость». Кроме того, присутствие по-
лисорбата обеспечивает сохранение третичной 
структуры белка при хранении и транспортиров-
ке [1, 2].

Биотехнологические лекарственные пре-
параты, главным образом содержащие в качест- 
ве действующего вещества белки или пепти-
ды, в последнее десятилетие являются наиболее 
активно развивающейся группой как зарубеж-
ного, так и отечественного фармацевтического 
рынка, отражая тенденции передовых разрабо-
ток в этом направлении. Проблемы, связанные с 
необходимостью сохранения структуры и актив-
ности действующих веществ данной группы, го-
раздо более лабильных по сравнению с лекарст- 

венными препаратами, получаемыми путем хи-
мического синтеза, при их, как правило, высокой 
стоимости, делают разработку подходов к сохра-
нению стабилизации биотехнологических соеди-
нений востребованной задачей.

Использование именно полисорбатов в про-
изводстве лекарственных препаратов в немалой 
степени обусловлено тем, что многочисленными 
исследованиями подтверждена их относитель-
ная безопасность [3]. В последние годы, одна-
ко, появились данные о проявлении реакции ги-
перчувствительности на различные препараты 
при введении в их состав полисорбатов. Коли- 
чество полисорбата и его примесей, содержа-
щихся в препаратах, различается в зависимос- 
ти от количества необходимого для обеспече-
ния стабильности основного компонента. Мож-
но предположить, что реакцию гиперчувстви-
тельности вызывают не сами полисорбаты, а их 
пероксидные производные и некоторые дру-
гие примеси. Таким образом, не только концент- 
рация полисорбата, но и концентрация продук-
тов его распада может оказывать существенное 
влияние на качество и безопасность примене-
ния лекарственных препаратов. Указанные дан-
ные, а также общая тенденция по повышению 
требований приводят к тому, что определение 
содержания полисорбатов и оценка состава ис-
пользуемого полисорбата всё чаще включаются 
в нормативную документацию по контролю ка- 
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чества лекарственных средств, становясь неотъемле-
мой частью рутинного контроля. 

Поддерживая в неизменённом состоянии струк-
туру белка в лекарственных препаратах, полисорбат 
образует с ним единый комплекс. Выделить и провес- 
ти количественное определение полисорбата из таких 
комплексов чрезвычайно сложно. При этом затрудне-
ния может вызвать не только выбор методов и разра-
ботка методик определения полисорбата, но и само-
го белка. Многие методики, особенно использующие 
хроматографические методы, недостаточно специ-
фичны в отношении действующего вещества и позво-
ляют определять не индивидуальные соединения, а 
только комплекс «белок – полисорбат», что неприем-
лемо, поскольку не приводит к должной точности и 
правильности в оценке содержания белка.

Поэтому разработка воспроизводимой, обладаю-
щей требуемой степенью чувствительности, точности, 
а главное, специфичности методики определения по-
лисорбата в белковых препаратах – чрезвычайно акту-
альная задача. 

Данная работа посвящена рассмотрению наибо-
лее распространенных методов определения поли- 
сорбатов.

СТРОЕНИЕ  
И СВОЙСТВА ПОЛИСОРБАТОВ

Полисорбаты представляют собой амфифиль-
ные, неионогенные, поверхностно активные вещест- 
ва, состоящие из эфира жирной кислоты (гидрофоб-
ная часть) и длинной полиоксиэтиленовой цепи (гид- 
рофильная часть) (рисунок 1). При растворении в во-
де при определенной концентрации и температуре 
молекулы полисорбата образуют мицеллы с гидро-
фобной частью внутри и гидрофильной группой сна-
ружи. Таким образом, гидрофобное ядро мицеллы 
связывается с гидрофобными участками белков (ри-
сунок 3) [4].

Все полисорбаты имеют одинаковую полиокси- 
этиленовую часть и различаются жирной кислотой, 
образующей с ней эфир [5].

Полисорбат-20 – Полиоксиэтилен 20 сорбитан 
монолаурат

Полисорбат-21 – Полиоксиэтилен 4 сорбитан 
монолаурат

Полисорбат-40 – Полиоксиэтилен 20 сорбитан 
монопалмитат

Полисорбат-60 – Полиоксиэтилен 20 сорбитан 
моностеарат

Полисорбат-61 – Полиоксиэтилен 4 сорбитан 
моностеарат

Полисорбат-65 – Полиоксиэтилен 20 сорбитан 
тристеарат

Полисорбат-80 – Полиоксиэтилен 20 сорбитан 
моноолеат

Полисорбат-81 – Полиоксиэтилен 5 сорбитан 
моноолеат

Полисорбат-85 – Полиоксиэтилен 20 сорбитан 
триоолеат

Полисорбат-120 – Полиоксиэтилен 20 сорбитан 
моноизостеарат

Схема синтеза полисорбата-80, а также возмож-
ные побочные продукты синтеза представлены на ри-
сунке 4.

В фармации наиболее часто используются поли-
сорбат-20 (рисунок 5) и полисорбат-80 (рисунок 6).

Согласно литературным данным, для качествен-
ного и количественного определения полисорбатов 
можно использовать методы проточно-инжекционно-
го анализа, ЯМР-спектроскопии, спектрофотометрии, 
однако наиболее часто используются хроматографи-

Рисунок 1. Молекула 
полисорбата

Рисунок 2. Молекула 
белка

Рисунок 3. Комплекс полисорба-
та с белком в водном растворе

Рисунок 4. Схема синтеза полисорбата-80

СЕКЦИЯ:   Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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ческие методы с различными вариантами детекти-
рования. Методы определения полисорбата условно 
можно разделить на два типа: методы, основанные на 
определении самого полисорбата, и методы, основан-
ные на определении продуктов его гидролиза. Основ-
ными лекарственными препаратами, в состав которых 
включен полисорбат, являются препараты белкового 
происхождения. 

Таблица 1.

R1 R2 R3 R4

Полиоксиэтилен 
сорбитан

Н Н Н Н

Полиоксиэтилен 
сорбитан моноолеат

Н Н Н С17Н33СО

Полиоксиэтилен 
сорбитан диолеат

Н Н С17Н33СО С17Н33СО

Полиоксиэтилен 
сорбитан триолеат

Н С17Н33СО С17Н33СО С17Н33СО

Полиоксиэтилен 
сорбитан тетраолеат

С17Н33СО С17Н33СО С17Н33СО С17Н33СО

R1 R2

Полиоксиэтилен 
изосорбид

Н Н

Полиоксиэтилен 
изосорбид моноолеат

Н С17Н33СО

Полиоксиэтилен 
изосорбид диолеат

С17Н33СО С17Н33СО

МЕТОДЫ, ОСНОВАННЫЕ  
НА ОПРЕДЕЛЕНИИ  
НАТИВНОГО СОЕДИНЕНИЯ

Данная группа методов определения полисорба-
тов в отличие от методов, основанных на определе-
нии продуктов его гидролиза, не требует обязатель-

ного использования в качестве стандартного образца 
именно того полисорбата (состав, партия, лот), кото-
рый был использован при производстве лекарствен-
ного препарата.

Наиболее часто для определения полисорбатов в 
нативном виде используются методы ВЭЖХ с различ-
ными типами детекторов. 

Использование УФ-детектора затруднено тем, 
что поглощение полисорбата в ультрафиолетовой 
области незначительно в интервале длин волн 190–
200 нм, которые не являются специфическими, что 
затрудняет идентификацию пика среди прочих ком-
понентов, входящих в анализируемую смесь. Дан-
ный факт делает необходимым использование отлич-
ных от УФ-ВЭЖХ-детекторов, таких как ELSD, CAD, MS. 
Разделение обычно осуществляется либо в режиме 
эксклюзионной хроматографии, либо в режиме ОФ-
ВЭЖХ. Рассмотрим существующие в настоящий мо-
мент подходы подробнее.

ОФ-ВЭЖХ с детектором  
заряженного аэрозоля  
(CAD-детектор)

В работе S. Fakete и соавторов [2] предложен быст- 
рый и чувствительный метод определения полисор-
батов в жидких лекарственных формах в присутствии 
белков и вспомогательных веществ. Определение ос-
новано на разделении компонентов смеси методом 
обращенно-фазной высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. Разделение проводилось при гра- 
диентном элюировании смесью ацетонитрил : мета-
нол : вода : трифторуксусная кислота (80 : 20 : 900 : 1) 
и ацетонитрил : метанол: вода : трифторуксусная кис-
лота (720 : 180 : 100 : 1) в качестве элюента на колонке 
Poroshell 300SB-C18, 75×2,1 мм, 5 мкм. Для детектирова-
ния использовали CAD-детектор (ESA Inc., Chelmsford, 
MA). Диапазон линейности составил от предела ко-
личественного определения до 150% (10–60 мкг/мл). 
ПО – 5 мкг/мл, ПКО – 10 мкг/мл. Возможности детекто-
ра заряженного аэрозоля, отклик которого не связан с 
химической структурой определяемого вещества, спо-
собность определять нелетучие вещества, не имеющие 
хромофорных групп, в том числе и белков, и совмес- 
тимость с любыми ВЭЖХ-системами, включая СВЭЖХ 
[сверхпроизводительная высокоэффективная (сверх-

Рисунок 5. Структура полисорбата-20

Рисунок 6. Структура полисорбата-80

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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эффективная) жидкостная хроматография], делают его 
универсальным детектором для определения поли-
сорбата в биотехнологических препаратах.

ОФ-ВЭЖХ с испарительным  
детектором по светорассеянию  
(ELSD – детектор)

В работе L.М. Nair и соавторов [6] описан метод 
для определения полисорбата-80 в лекарственных 
препаратах, основанный на разделении компонентов 
смеси в градиентном режиме. В качестве подвижных 
фаз использованы метанол и вода. Для разделения 
использована колонка Alltima C18, 250×4,6 мм, 5 мкм; 
регистрация сигнала осуществлялась с помощью де-
тектора Alltech ELSD 2000; линейность отклика под-
тверждена в диапазоне концентраций от 2 до 6 мг/мл. 

ELSD является универсальным детектором и 
реагирует на любые аналиты, которые менее лету-
чи, чем подвижная фаза. Он имеет низкий фоновый 
сигнал, совместим с широким спектром раствори-
телей, а также позволяет использовать градиентное 
элюирование.

ОФ-ВЭЖХ  
с масс-спектрометрическим  
детектированием (MS-детектор)

В работе А. Sparreboom и соавторов [7] обсужда-
ется метод совместного определения полисорбата-80 
и противоопухолевого препарата доцетаксел в плазме 
крови человека с добавлением внутреннего стандарта 
(паклитаксел), с предварительной экстракцией смесью 
ацетонитрила и н-бутилхлорида (1:4 в/в) с последую-
щим разделением методом жидкостной хроматогра-
фии при изократическом элюировании смесью ме-
танол : 0,1% раствор муравьиной кислоты в воде (9:1) 
на колонке Waters X-Terra MS ODS 50×2,1 мм, 3,5 мкм и 
детектированием MS-детектором (Waters Model 996). 
Метод применим в интервале концентраций от 1 до 
100 мкг/мл.

ЭКСКЛЮЗИОННАЯ  
ХРОМАТОГРАФИЯ  
СО СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИМ 
ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ

В работе T.H. Tani и соавторов [8] предложен метод, 
основанный на выделении полисорбата-80 из компо-
нентов смеси, содержащей белки и другие вспомога-
тельные компоненты, методом гель-фильтрационной 
хроматографии при изократическом элюировании 
буферным раствором 10 мМ натрия фосфата в раст- 
воре 150  мМ натрия хлорида, рН 7,0, с добавлением 
10  мл раствора полисорбата-80 с концентрацией 
1000 мкг/мл, в 1 литре буферного раствора на колонке 
TSK G2000/SWXL, 300×7,8 мм, 5 мкм, с последующим де-

тектированием спектрофотометрическим детектором 
при длине волны 235 нм. Перед разделяющей колон-
кой устанавливалась специальным образом заполнен-
ная сорбентом CL-4B sepharose с привитым протеином 
А предколонка. Диапазон линейности отклика – от 2 до 
1000 мкг/мл.

D.L. McKean и соавторы [9] в своей работе описы-
вают определение полисорбата-20 и полисорбата- 
80 в биологических жидкостях, основанное на выде-
лении полисорбата из компонентов смеси методом 
гель-фильтрационной хроматографии в изократичес- 
ком режиме элюирования. В качестве подвижной фа-
зы используется дихлорметан. Его же используют для 
экстракции полисорбата из образцов. Разделение осу-
ществляется на колонке uStyragel, 150×3,9 мм, с после-
дующим спектрофотометрическим детектированием 
при длине волны 620 и 320 нм. Для получения окра-
шенного комплекса используется заполненная специ-
ально подготовленным, содержащим кобальта тиоци-
анат аммония сорбентом колонка для дериватизации, 
которая устанавливается между разделяющей колон-
кой и детектором. Предел обнаружения данного мето-
да – 5 мкг. 

СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЕ  
МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Спектрофотометрические методы определения 
полисорбата, как правило, основаны на его реакции с 
кобальта тиоцианат аммонием, в результате которой 
образуется окрашенный продукт. Данные методы при-
менимы ко всем полисорбатам, так как реакция с окра-
шивающим реактивом идет по общей для всех поли-
сорбатов полиоксиэтиленовой части молекулы.

В работе R.A. Greff и соавторов [10] предложен ме-
тод определения полисорбата в малых концентрациях 
0–20 ppm. Метод основан на образовании голубого 
комплекса между кобальта тиоцианат аммонием и по-
лиоксиэтиленовым соединением с последующей экст- 
ракцией комплекса бензолом. Определение прово-
дится методом спектрофотометрии при длине волны 
320 нм.

В работе А. Nozawa и соавторов [11] предложен 
метод определения полисорбата, аналогичный выше-
описанному, но с измерением при длине волны 624 нм.

В работе N.H. Anderson и соавторов [12] описан 
метод определения полисорбата, основанный на об-
разовании голубого комплекса с кобальта тиоцианат 
аммонием. Полиоксиэтиленовые цепи полисорбата 
реагируют с кобальта тиоцианат аммонием с образо-
ванием окрашенного в синий цвет комплекса. Обра-
зовавшийся комплекс экстрагируют хлороформом. 
Интенсивность окраски пропорциональна концент- 
рации полисорбата. Тиоционатный комплекс неста-
билен в хлороформе, и для повышения стабильности 
необходимо добавление нитрозо-Р-реагента. Опре-
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деление проводится методом спектрофотометрии 
при длине волны 500 нм.

Метод определения полисорбата в малых кон-
центрациях 1–20 мкг/мл, основанный на образовании 
голубого амилозно-крахмально-йодного комплекса, 
описан в работе N.B. Cucakovich [13]. Детектирование 
проводится спектрофотометрически при длине волны 
680 нм. Данный метод может давать неточный резуль-
тат из-за взаимодействия йода с некоторыми амино-
кислотами и белками. Добавление окислителя делает 
метод точным и воспроизводимым. 

ЯМР- И МАСС- 
СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ

В работе Vu Dang и соавторов [14] обсуждены 
исследования разных серий полисорбата-60 мето-
дами ЯМР- и масс-спектрометрии, которые показали, 
что серии отличаются между собой соотношением 
эфиров полиоксиэтиленсорбитана и различных 
жирных кислот. Также были обнаружены различия в 
соотношении сорбитана и изосорбитана. Различия в 
соотношении жирных кислот делают необходимым 
использование полисорбата только серии, исполь-
зуемой при производстве лекарственного препара-
та, при количественном определении по продуктам 
гидролиза.

В работе М. Khossravi и соавторов [15] проведе-
но сравнение ряда методов (спектрофотометрическо-
го, флюоресценции мицелл и ЯМР) определения поли-
сорбата-20 в виде нативного соединения. Показано, 
что спектрофотометрический метод с образованием 
комплекса с кобальта тиоцианат аммонием не позво-
ляет отличить деградированную форму полисорбата 
от нативного соединения. Метод флюоресценции ми-
целлы позволяет определить уменьшение мицеллы, 
но не может подтвердить того, что мицелла уменьши-
лась из-за деградации, а не из-за фактического сниже-
ния содержания полисорбата. ЯМР-анализ, который 
использует в основном сигнал от сорбитанполиокси-
этиленовых групп, не позволяет отличить нативное 
соединение от продуктов деградации.

Спектрофотометрические методы анализа не 
позволяют достоверно количественно оценить со-
держание полисорбата, так как определяют не 
сам полисорбат в нативном состоянии, а лишь его 
компоненты.

В работе [16] авторами описан метод проточ-
но-инжекционного анализа с детектированием флю- 
оресцентным детектором (метод флюоресценции ми-
целлы). Данный метод основан на флуоресценции кра-
сителя N-фенил-1-нафтиламином (NPN) в гидрофоб-
ном ядре полисорбата при длине волны возбуждения 
350 нм и длине волны эмиссии 420 нм.

МЕТОДЫ, ОСНОВАННЫЕ  
НА ОПРЕДЕЛЕНИИ ПРОДУКТОВ  
ГИДРОЛИЗА ПОЛИСОРБАТА

Данное направление методов анализа базирует-
ся на определении продуктов гидролиза полисорбата, 
основным из которых является соответствующая жир-
ная кислота. По данным литературных источников, 
процентное содержание жирных кислот в полисорба-
тах может различаться. Так, для полисорбата 80 про-
центное содержание основного компонента гидроли-
за – олеиновой кислоты, может варьироваться от 58 
до 85%, а для полисорбата 20 процентное содержание 
лауриловой кислоты может варьироваться от 40% до 
60% [5]. Таким образом, для точного определения со-
держания полисорбатов в лекарственных препаратах 
методами, основанными на определении продуктов 
гидролиза, необходимо в качестве стандартного об-
разца использовать именно тот полисорбат, который 
использовался при производстве препарата.

В работе М. Hu и соавторов [1] предложен метод 
определения полисорбата-80 по образующейся при 
его гидролизе олеиновой кислоте. Гидролиз прово-
дился 1 М раствором калия гидроксида при темпера-
туре 40  °С в течение 6 ч. Разделение проводилось в 
режиме изократического элюирования с использова-
нием колонки Symmetry C18, 150×3,9 мм, 5 мкм, с после-
дующим детектированием УФ-детектором при длине 
волны 220 нм. В качестве элюента использовали смесь 
раствора калия фосфата одноосновного с ацетонитри-
лом в соотношении 8:2 о/о и рН 2,8, Линейность мето-
да была подтверждена в диапазоне концентраций от 
0,01 до 0,04% полисорбата-80.

М. Adamo и соавторы [17] предложили аналогич-
ный метод определения полисорбата-80 по олеиновой 
кислоте. Разделение проводилось в условиях, анало-
гичных работе [1], за исключением длины волны детек-
тирования 195 нм. Авторы использовали следующие 
условия гидролиза: 300 мМ раствор натрия гидрокси-
да при температуре 60 °С в течение 18 ч. После про-
ведения гидролиза в смесь добавлялся ацетонитрил, 
а затем, после перемешивания, 5 М раствор натрия 
гидроксида (для разделения водного и ацетонитриль-
ного слоя). Для анализа использовали органический 
слой. 

Z. Oszi и соавторы [18] предложили метод опре-
деления полисорбата-20 по лауриловой кислоте. Гид- 
ролиз проводился 4 М раствором серной кисло-
ты при комнатной температуре в течение 24 часов. 
Разделение осуществлялось на колонках Purospher 
RP-18,  250×4,0  мм, 5 мкм; Lichrosphere 100 RP-8, 
250×4,0  мм, 5 мкм; Summetry C18,  250×4,6 мм, 10  мкм; 
uBondapak C18, 300×3,9 мм, 10 мкм; Zorbax RX-C18, 
250×4,6 мм, 5  мкм, в изократическом режиме. В ка- 
честве элюента использовали смесь 20 мМ раствора 
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натрия гидрофосфата в воде рН 2,8 с ацетонитрилом 
в соотношении 25:75. Детектирование осуществляли 
при длине волны 210 нм. Все опробованные колонки 
пригодны для определения содержания полисорба-
та. Хроматограммы, полученные на разных колонках, 
различались между собой по времени удерживания, 
асимметрии пика лауриловой кислоты и эффектив-
ности колонки. Диапазон линейности метода подтверж-
ден в диапазоне концентраций от 2,5 до 125 мг/мл.

ФАРМАКОПЕЙНЫЕ МЕТОДЫ 
АНАЛИЗА

Ведущие мировые фармакопеи не включают ме-
тод количественного определения полисорбатов. Ме-
тодом контроля состава является количественное 
определение жирных кислот, входящих в их состав, 
методом газовой хроматографии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной статье рассмотрены основные методы 

количественного определения полисорбатов. Каждый 
из подходов имеет свои положительные и отрицатель-
ные стороны. Методы анализа полисорбата в нативном 
виде в большинстве случаев не требуют сложной про-
боподготовки, и для их использования в качестве стан-
дартного образца не обязательно использовать имен-
но тот полисорбат, который присутствует в испытуемом 
образце, однако для этих методов необходимо более 
дорогостоящее и менее распространенное оборудо-
вание (хроматографы, снабженные MS-, ELSC-, CAD-
детекторами). При этом в ряде случаев, как например 
при использовании ELSD- и CAD-детектора, необходи-
мо построение сложной градуировочной зависимос- 
ти. С другой стороны, анализ полисорбата по продук-
там его гидролиза более сложен в пробоподготовке 
и из-за непостоянного от серии к серии состава поли-
сорбата в качестве стандартного образца требует того 
же полисорбата, что и в испытуемом. Однако данный 
подход менее требователен к оборудованию.

Существует ряд нехроматографических методов, 
использование которых возможно для определения 
полисорбата в простых объектах, однако для опреде-
ления полисорбата в сложных смесях методы или со-
всем не пригодны, или требуют сложной пробоподго-
товки, которая приводит к увеличению погрешности 
методики. 

Принимая во внимание сложность определения 
полисорбата в лекарственных препаратах, следует от-
метить актуальность данной проблемы и необходи-
мость ее дальнейшего изучения.
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