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Резюме
Введение. В статье представлены результаты валидации разработанной нами методики – инверсионной вольтамперометрии (ИВА) – 
по определению примеси ртути в лекарственном препарате протамина сульфат. Оценили показатели правильности и прецизионности 
(сходимость, внутрилабораторная прецизионность), специфичности и определили предел количественного определения (ПКО). Для 
подтверждения правильности и специфичности результатов методики ИВА было определено содержание ртути в протамине сульфата 
следующими методами: атомно-адсорбционной спектроскопией (ААС), рентгенфлуоресцентной спектрометрией (РФС) и фармакопейным 
методом, согласно Европейской фармакопеи. 
Цель. Валидация разработанной нами методики (метод инверсионной вольтамперометрии) определения микропримеси ртути в протамине 
сульфата.
Материалы и методы. Протамина сульфат раствор для инъекций 10 мг/мл (производитель – ОАО «Новосибхимфарм», г. Новосибирск, 
Россия) был взят в качестве объекта исследования. Методика инверсионной вольтамперометрии была разработана на полуавтоматическом 
анализаторе ТА-4 (ООО НПП «Томьаналит», г. Томск) с программным обеспечением VALabТх в комплекте. Атомно-адсорбционная спектроскопия 
была выполнена в институте неорганической химии им. А. В. Николаева (ИНХ СО РАН). Рентген – флуоресцентный анализ выполнен на 
базе ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный университет». Определение ртути фармакопейным методом проводили совместно с ОАО 
«Новосибхимфарм».
Результаты и обсуждение. Провели валидацию разработанной методики на правильность и повторяемость. Повторяемость оценивали 
по 10-ти измерениям, коэффициент вариации составил 7,8. Провели проверку внутрилабораторной прецизионности по 6-ти измерениям, 
коэффициент вариации составил 7,9 и 7,4 у аналитика № 1 и аналитика № 2 соответственно. Согласно нашей методики содержание ртути 
в протамине сульфата составляет 0,03 ppm. Сравнили результаты с другими методами определения ртути в органических объектах. При 
определении ртути методом ААС результат получился ≤0,5 ppm, при РФС – 0,1 ppm. Результаты фармакопейного метода нельзя считать 
достоверными ввиду отсутствия повторяемости и воспроизводимости. 
Заключение. Провели валидацию разработанной нами ранее методики определения примеси ртути в протамине сульфата методом 
инверсионной вольтамперометрии. Результаты нашей методики сопоставимы с результатами других методов анализа, таких как ААС и 
РФС. Разработанная нами методика может быть использована для контроля качества этого лекарственного препарата.
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Abstract
Introduction. The article presents the results of the validation of our developed method – stripping voltammetry (SVA) used for mercury impurities 
determination in protamine sulfate. Procedure was validated in terms of specificity, accuracy, precision (repetability and intermediate precision), 
and LLOQ. To confirm the results of the SVA method, we choose as comparative analyzes for mercury content determination in protamine sulfate 
generally accepted methods: atomic absorption spectroscopy (AAS), X-ray fluorescence spectrometry (XRF), and the pharmacopeia method according 
to the European Pharmacopoeia.
Aim. Validation of method developed for mercury impurities determination in protamine sulphate by stripping voltammetry.
Materials and methods. Protamine sulfate solution for injection 10 mg/mL (Novosibhimpharm», Novosibirsk, Russia) was used as a study object. 
The method of stripping voltammetry was performed at TA-4 semi-automatic analyzer (Tomanalit, Tomsk) with VALabTx software included. At the 
A. V. Nikolaev Institute of Inorganic Chemistry (Institute of Inorganic Chemistry SB RAS) atomic absorption spectroscopy was perfomed. At the Pacific 
State University was carried out X-ray fluorescence spectrometry. We carried out the pharmacopeia method in conjunction with «Novosibhimpharm» 
factory.
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Results and discussion. We validated the developed method for accuracy and precision. We evaluated the repetability by 10 measurements; the 
coefficient of variation was 7.8. We tested the intermediate precision for six measurements; the coefficient of variation was 7.9 and 7.4 for analyst № 1 
and analyst № 2, respectively. According to our methodology, the mercury impurities content in protamine sulfate is 0.03 ppm. We compared our 
results with other generally accepted methods for the mercury determination in organic objects. When determining mercury by the AAS method, 
the result was ≤0.5 ppm, with XRF – 0.1 ppm. Pharmacopeia method results cannot be reliable due to the lack of repeatability.
Conclusion. We validated the previously developed method for mercury impurities determination in protamine sulfate by stripping voltammetry. 
The results of our method are comparable with the results of other methods, such as AAS and XRF. That Therefore stripping voltammetry can be used 
in quality control of protamine drug products.
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ВВЕДЕНИЕ
Аналитические методы широко применяются 

на всех стадиях разработки лекарственных средств 
(ЛС), включая синтетические, технологические, био-
фармацевтические, фармакокинетические исследо-
вания. Этап перехода к промышленному производст- 
ву сопровождается адаптацией разработанных ме-
тодик к условиям фармацевтического предприятия, 
а также проверки стабильности основных показа-
телей качества на опытно-промышленных сериях 
ЛС [1]. Определение токсических элементов в ЛС ор-
ганического происхождения в наше время являет-
ся актуальной проблемой. Ртуть относится к таким 
элементам [2]. Согласно Европейской фармакопеи 
(Ph.  Eur.) [3] протамина сульфат состоит из сульфа-
тов основных пептидов, извлеченных из спермы или 
икры рыб, обычно видов Salmonidae и Clupeidae. 
На сегодняшний день протамины – это единствен-
ные препараты, которые используют в медицинской 
практике для нейтрализации гепарина [4], и благо-
даря этому свойству протамин используется в кар-
диохирургии, сосудистой хирургии и интервенци-
онных радиологических процедурах [5]. Согласно 
нормативной документации (сертификат анализа) в 
субстанции протамина содержится примесь ртути 
(количество которой не должно превышать 10 ppm). 
В связи с этим нами была разработана методика для 
определения примеси ртути методом инверсион-
ной вольтамперометрии. Каждая новая методика 
требует валидации и подтверждения. 

Проведя литературный обзор по существую-
щим методам определения ртути в ЛС, остановились 
на трех методах для проверки правильности нашей 
методики.

Фармакопейный метод – экстракционно-фотоко-
лориметрический, основанный на использовании при 
определении ртути дитизона для количественного 
определения данного элемента в биологических объ-

ектах с образованием желто-оранжевого комплекса 
ртуть(II)-иона с дитизоном и последующим спектрофо-
тометрическим определением [6].

Атомно-адсорбционная спектроскопия с индук-
тивно связанной плазмой (метод «холодного пара»). 
Метод заключается в восстановлении ионов ртути до 
металлической ртути, получении с помощью генера-
тора атомного пара паров ртути, последующей их от-
гонке потоком воздуха или инертного газа в абсорбци-
онную ячейку атомно-абсорбционного спектрометра. 
Концентрацию паров ртути определяют по резонанс-
ному абсорбционному поглощению УФ-света с длин-
ной волны 253,7 нм от ртутной лампы [7].

Рентгенофлуоресцентная спектрометрия (РФС)  – 
позволяет определять концентрацию элементов от 
Ве  (№  4) до U (№ 92) в диапазоне от ppm до 100 % в 
различных веществах и материалах. Метод основан 
на зависимости интенсивности рентгеновского излу-
чения от концентрации элемента в образце. В рабо-
те используются волнодисперсионные спектрометры 
с флуоресцентным излучением, которое разлагается 
в спектр при помощи кристаллов-монохроматоров, а 
затем детектируется и количественно измеряется его 
интенсивность [8].

Цель исследования. Валидация разработан-
ной нами методики определения примеси ртути в 
растворе протамина сульфата инверсионной вольт- 
амперометрией. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования служили протамина суль-

фат раствор для инъекций 10 мг/мл. Производитель  
ОАО «Новосибхимфарм» (г. Новосибирск). 

Методику определения примеси ртути в прота-
мине сульфата методом инверсионной вольтампе-
рометрии разработали на электрохимическом ана-
лизаторе ТА-4 (ООО НПП «Томьаналит», г. Томск) с 
программным обеспечением VALabТх в комплекте.
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Для проверки специфичности и правильности раз-
работанной методики использовали атомно-адсорб- 
ционную спектроскопию (метод «холодного пара»), 
рентгенофлуоресцентную спектрометрию и фармако-
пейный метод.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Объектом исследования является бесцветная 

прозрачная жидкость раствор для инъекций протами-
на сульфат с концентрацией 10 мг/мл. Ранее нами бы-
ла разработана методика определения примеси ртути 
в протамине сульфата методом инверсионной вольт- 
амперометрии. Установлены параметры измерения: 
время растворения – 10 с, время накопления – 80  с, 
уровень вибрации на этапе накопления – 9 с, время 
успокоения – 5 с. Содержание ртути рассчитывается 
автоматически по формуле: 

пробы добавки добавки минерализата
в пробе 

проба с добавкой  проба аликвоты  навески
  ,
(   )

I С V V
С

I I V М

⋅ ⋅ ⋅

− ⋅
=

⋅

где Iпробы – высота пика элемента на кривой пробы, мкА; 
Сдобавки – концентрация аттестованного раствора, мг/л; 
Vдобавки – объем добавки, мл; Vминерализата – объем минера-
лизата, мл; Iпроба с добавкой – высота пика элемента на кри-
вой пробы с добавкой, мкА; Vаликвоты – объем аликвоты, 
мл; Mнавески – величина навески, г или мл.

Валидацию разработанной методики провели в 
соответствии с требованиями Государственной фар-
макопеи (ГФ) по ОФС 1.1.0012.15 «Валидация анали-
тических методик» [9]. При валидации методики ко-
личественного определения примесей должны быть 
обязательно проверены показатели специфичности и 
ПКО. 

Для определения специфичности и правильнос- 
ти методики мы сравнили полученные нами резуль-
таты с результатами, выданными методами атомно- 
адсорбционной спектрометрии (являющейся заве-
домо специфичной для определения примесей ртути 
согласно ОФС 1.2.2.2.005.15), рентген-флуоресцентной 
спектрометрии и фармакопейного метода анализа. 

Атомно-адсорбционный метод был выполнен в 
институте неорганической химии им. А. В. Николае-
ва (ИНХ СО РАН). Содержание ртути в растворе серии 
40216 составило ≤0,5 ppm. Расчет производится авто-
матически. Погрешность определения ±10 %.

Рентген – флуоресцентный анализ выполнен на 
базе ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный уни-
верситет» на приборе «СПЕКТРОСКАН МАКС-GV». Со-
держание ртути в образце (раствор серии 40216) со-
ставило 0,0001 мас. % (0,1 ppm). Расчет производится 
автоматически. Погрешность метода варьируется в 
пределах 0,2–3 %. График с пиком ртути представлен 
на рисунке 1.

Фармакопейный метод выполняли совместно с 
ОАО «Новосибхимфарм». Согласно методики 2,0 г суб-
станции протамина сульфата вносят в коническую 

колбу вместимостью 250 мл с притертой пробкой, при-
бавляют 20 мл смеси, состоящую из равных объемов 
азотной концентрированной и серной концентриро-
ванной кислот, кипятят с обратным холодильником в 
течение 1 ч, охлаждают до комнатной температуры и, 
с осторожностью прибавляют 100 мл воды. Кипятят до 
удаления азотных паров. Раствор охлаждают до ком-
натной температуры, осторожно прибавляют воды до 
200  мл, перемешивают и фильтруют через бумажный 
фильтр. 50 мл фильтрата помещают в делительную во-
ронку, встряхивают с последовательно добавляемыми 
небольшими количествами хлороформа до обесцве-
чивания хлороформного слоя. Хлороформный слой 
отбрасывают. К водному слою прибавляют 25 мл сер-
ной кислоты разведенной, 115  мл воды и 10  мл раст- 
вора гидроксиламин гидрохлорида концентраци-
ей 200  г/л. Полученный раствор титруют раствором 
дитизона R2, встряхивая 20 раз смесь после каждо-
го добавления титранта, к концу титрования удаляют 
хлороформный слой и далее титруют до получения 
голубовато-зеленой окраски раствора. Рассчитывают 
содержание ртути, используя эквивалентное содер-
жание ртути в мкг/мл титранта, определяемое по стан-
дартному раствору дитизона R2. 

Дитизона раствор R2 готовят следующим обра-
зом: растворяют 40,0 мг дитизона в хлороформе и раз-
бавляют до 1000,0 мл тем же растворителем. Разводят 
30,0 мл полученного раствора до 100,0 мл хлорофор-
мом [3]. Для минерализации протамина сульфата ис-
пользовали 80 мл формальдегида с помощью кото-
рого маскировались окислители. Спектр протамина 
больше схож по конфигурации со спектрами эталон-
ных растворов (есть отличие в гипсохромном сдвиге, 
сдвиге в длинноволновую область). Спектр «поднял-

Рисунок 1. Спектр образца раствора серии 40216, полученный 
на спектрометре «SPECTOSCAN МАКС-GV»

Figure 1. The spectrum of a sample of a solution of the 40216 series 
obtained on the spectrometer «SPECTOSCAN MAX-GV»
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ся» по оси ординат (ось оптической плотности) и рас-
положился выше отрицательной области. Оптическая 
плотность в максимуме поглощения дитизоната ртути 
была чуть больше оптической плотности дитизоната 
ртути эталонного раствора, содержащего 15 мкг ионов 
ртути. Результаты по фармакопейному методу считать 
достоверными нельзя, так как отсутствует повторя- 
емость и воспроизводимость этого метода. 

Прецизионность оценивали в двух вариантах. 
Проверили повторяемость методики на растворе се-
рии 40216. Оценку проводили по независимым ре-
зультатам, полученным в одинаковых условиях в од-
ной лаборатории [9]. Результаты представлены в 
таблице 1. 

Таблица 1. Результаты повторяемости  
разработанной методики инверсионной вольтамперометрии

Table 1. Repeatability results of the developed inversion 
voltammetry technique

№ анализа Содержание 
ртути, мг/л

1 0,00283

2 0,00275

3 0,00294

4 0,00253

5 0,00229

6 0,00292

7 0,00297

8 0,00252

9 0,00291

10 0,00271

Среднее значение, мг/л 0,00274

Стандартное отклонение 0,000214

Коэффициент вариации, % 7,8

В результате исследования коэффициент вариации 
составил меньше 10 %, что говорит о незначительной 
изменчивости вариационного ряда.

Внутрилабораторная прецизионность проверя-
лась двумя аналитиками в разные дни по результатам 
6-ти измерений. Полученные результаты представле-
ны в таблице 2.

Из таблицы 2 видно, что коэффициент вариации 
у двух разных аналитиков составил 7,9 и 7,5 %, что  
дает право утверждать, что методика валидирована 
по прецизионности. 

Для определения предела количественного опре-
деления (ПКО) были приготовлены растворы с кон-
центрацией от 1,0 ∙ 10-1 до 1,0 ∙ 10-7 мг/л, путем раз-
бавления в 10 раз. Анализ растворов проводили при 
стандартных условиях – время растворения 10 с, вре-
мя накопления 60 с, время успокоения 5 с. В качестве 
добавки использовали раствор ртути с концентрацией 
0,1 мг/л. Результаты приведены в таблице 3. 

Таблица 2. Результаты определения  
внутрилабораторной прецизионности 

Table 2. The results of the determination  
of intralaboratory precision

Образец Содержание 
ртути, мг/л

Стандартное 
отклонение

Коэффициент 
вариации, %

А
на

ли
ти

к 
№

 1

1 0,00272

0,000198 7,9

2 0,00218

3 0,00259

4 0,00270

5 0,00233

6 0,00240

Среднее
(n = 6) 0,00249

А
на

ли
ти

к 
№

 2

1 0,00273

0,000180 7,5

2 0,00253

3 0,00236

4 0,00218

5 0,00226

6 0,00241

Среднее
(n = 6) 0,00241

Таблица 3. Определение предела  
количественного определения

Table 3. The definition of the limit of quantification

Ко
нц

ен
тр

ац
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 р
ту
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в 
пр

иг
от

ов
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нн
ом

 
ра

ст
во

ре
 (п

ро
ба

), 
м

г/
л

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 р
ту

ти
, 

оп
ре

де
ля

ем
ая

 
пр

иб
ор

ом
, м

г/
л

П
ре

де
л 

по
вт

ор
яе

м
ос

ти
, r

, %

О
ш

иб
ка

1 ∙ 10-1 1,1 ∙ 10-1 0,0211 ±0,03

1 ∙ 10-2 1,0 ∙ 10-2 0,00209 ±0,003

1 ∙ 10-3 1,1 ∙ 10-3 0,000307 ±0,0003

1 ∙ 10-4 1,4 ∙ 10-4 0,0000332 ±0,00005

1 ∙ 10-5 1,2 ∙ 10-5 0,00000103 ±0,000004

1 ∙ 10-6 1,25 ∙ 10-6 0,000000183 ±0000005

1 ∙ 10-7 Сигнал  
не обнаружен

Как следует из результатов, порядок определя- 
емой концентрации стандартного раствора совпа-
дает, а погрешность измерения составляет не более  
±20 %. При концентрации 1,0 ∙ 10-7 мг/л пика ртути на 
вольтамперограмме нет. С уменьшением концентра-
ции точность измерения уменьшается. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты, полученные методом инверсионной 

вольтамперометрии, сопоставимы с результатами дру-
гих аналитических методов, таких как ААС и РФС. Фар-
макопейный метод не имеет воспроизводимых ре-
зультатов, поэтому его результаты не могут считаться 
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достоверным на данный момент. Согласно выполнен-
ной валидационной оценке, методика определения 
микропримесей ртути в протамине сульфата инверси-
онной вольтамперометрии является правильной, вос-
производимой и специфичной. Установили, что при 
концентрации 1,0 ∙ 10-7 мг/л пик ртути отсутствует на 
вольтамперограмме.
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