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Актуальность. Одним из показателей качества препаратов инсулина является 
содержание в них цинка. В фармакопейном анализе цинк в инсулинах опреде-
ляют методом атомно-абсорбционной спектрометрии с пламенной атомизаци-
ей (ПААС). В настоящее время многие производители лекарственных средств 
отдают предпочтение методу масс-спектрометрии с индуктивно-связанной 
плазмой (ИСП-МС), который признан наиболее перспективным методом эле-
ментного анализа в фармацевтике и биомедицине.
Цель. Разработка и валидация методики определения цинка в инсулинах мето-
дом ИСП-МС.
Материалы и методы. В качестве объектов исследования использованы фар-
мацевтические субстанции, суспензии для подкожного введения и растворы 
для инъекций инсулина человеческого, лизпро, аспарта и гларгина различных 
производителей. Содержание цинка определяли методом масс-спектрометрии 
с индуктивно-связанной плазмой с использованием прибора Agilent 7900, фик-
сируя интенсивность сигналов 66Zn.
Результаты. Проведено сравнение результатов определения содержания цинка 
в исследуемых образцах при использовании в качестве растворителей при про-
боподготовке хлороводородной и азотной кислот. Подобраны условия экспери-
мента, обеспечивающие относительное стандартное отклонение RSD результа-
та измерения не выше 2,5%. В диапазоне 0,4–1,6 мг/л оценены специфичность, 
линейность, правильность и прецизионность методики определения содержа-
ния цинка методом ИСП-МС. Проведено сравнение результатов определения 
содержания цинка в испытуемых образцах с использованием методик ПААС 
и ИСП-МС.
Выводы. Валидационные характеристики методики определения содержания 
цинка в инсулинах методом ИСП-МС соответствуют критериям приемлемости 
методики. Разработанная и валидированная методика рекомендуется к исполь-
зованию при проведении экспертизы качества в системе здравоохранения Рос-
сии и в производстве на стадии выходного контроля готовой продукции.

Ключевые слова: цинк; инсулин; валидация методики; масс-спектрометрия с индуктивно-связанной плаз-
мой; ИСП-МС; атомно-абсорбционная спектрометрия с пламенной атомизацией; ПААС
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Scientific relevance. Zinc content is a quality attribute of insulin products. The State 
Pharmacopoeia of the Russian Federation requires that it should be determined by 
flame atomic absorption spectrometry (FAAS). However, many pharmaceutical man-
ufacturers currently prefer inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), 
which is considered the most promising method for pharmaceutical and biomedical 
elemental analysis.
Aim. The study aimed to develop and validate an ICP-MS-based analytical procedure 
for zinc content determination in insulin products.
Materials and methods. The study focused on human insulin, insulin lispro, insulin 
aspart, and insulin glargine in the form of active substances, suspensions for sub-
cutaneous injection, and solutions for injection from different manufacturers. Zinc 
content was determined on an Agilent 7900 ICP-MS; the analysis included 66Zn sig-
nal intensity registration.
Results. The study compared the results of zinc content determination in test 
samples with either hydrochloric or nitric acid used as the solvent for sample prepar-
ation. The authors selected the experimental conditions to achieve relative stand-
ard deviations (RSDs) of not more than 2.5% for the measurements. The ICP-MS-
based analytical procedure was validated for its specificity, linearity, accuracy, and 
precision in the range of 0.4–1.6 mg/L. The authors compared the measurements of 
zinc content made using FAAS and ICP-MS.
Conclusions. The ICP-MS-based analytical procedure for zinc content determination in 
insulin products meets the validation criteria. This analytical procedure, as developed 
and validated, may be used in the quality control of medicinal products in the Russian 
healthcare system and at the batch release stage of pharmaceutical manufacturing.

Key words: zinc; insulin; analytical method validation; inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-MS; 
flame atomic absorption spectrometry; FAAS
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Введение
Инсулиновая терапия  — основной метод лече-
ния сахарного диабета различной этиологии — 
заболевания высокой социальной значимости, 
являющегося наряду с сердечно-сосудисты-
ми и онкологическими заболеваниями одной 
из основных причин смертности [1–5]. В меди-
цинской практике в настоящее время применяют 

главным образом генно-инженерные препа-
раты инсулина человека, произведенные с ис-
пользованием технологии получения реком-
бинантной ДНК из генетически стабильных 
и безопасных микроорганизмов1 [5–7]. Одним 
из показателей качества таких препаратов яв-
ляется содержание в них цинка2, который до-
бавляют в препараты инсулина для улучшения 

ABSTRACT

1 ОФС.1.7.1.0017.18 Генно-инженерные препараты инсулина человека. Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. XIV изд. Т. 2. М.; 2018. 
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профиля действия [6–9]. Содержание цинка 
в препаратах инсулина нормируется и подле-
жит контролю как на стадии производства 
(выходной контроль готовой продукции), так 
и при проведении экспертизы качества лекар-
ственных средств.

В фармакопейном анализе содержание цин-
ка определяют методом атомно-абсорбцион-
ной спектрометрии с пламенной атомизацией 
(ПААС)3. Несомненное преимущество этого мето-
да  — дешевизна аппаратного оснащения и рас-
ходных материалов. Его недостатком является 
низкая чувствительность, которая не позволяет 
напрямую проводить определение многих тя-
желых металлов (в том числе As и Hg, которые 
относятся к элементам 1-го класса токсичности). 
Другие недостатки ПААС — времязатратный по-
следовательный одноэлементный анализ, уз-
кий линейный динамический диапазон опреде-
ления, а также необходимость использования 
при анализе горючего газа. В настоящее вре-
мя наблюдается тенденция перехода к риск- 
ориентированной стратегии контроля содер-
жания элементных примесей в лекарственных 
средствах (ЛС)4, вследствие чего эти недостатки 
имеют принципиальное значение для произво-
дителей, чья продукция не ограничивается пре-
паратами инсулина. В рамках риск-ориентиро-
ванной стратегии неселективное определение 
суммарного содержания тяжелых металлов по-
луколичественным колориметрическим методом 
заменяется селективным количественным опре-
делением их содержания спектральными мето-
дами, в том числе методом масс-спектрометрии 
с индуктивно-связанной плазмой (ИСП-МС), кото-
рый признан наиболее перспективным методом 
экспрессного многоэлементного анализа в фар-
мацевтике и биомедицине [10, 11]. ИСП-МС ха-
рактеризуется максимальной чувствительностью, 
широтой динамического диапазона и наиболее 
низкой границей определяемых концентраций 
по сравнению с другими фармакопейными мето-
дами элементного анализа.

Цель работы  — разработка и валидация мето-
дики определения цинка в инсулинах методом 
масс-спектрометрии с индуктивно-связанной 
плазмой.

Материалы и методы
В качестве объектов исследования использо-
вали фармацевтические субстанции инсулина 

лизпро (I) и (II), препараты инсулина челове-
ческого генно-инженерного (инсулина-изофа-
на  (III), инсулина растворимого (IV), инсулина 
двухфазного (V)), инсулина лизпро двухфазно-
го (VI), инсулина лизпро (VII), инсулина аспарта 
(VIII), инсулина гларгина (IX) в различных лекар-
ственных формах.

В ходе исследования были использованы сле-
дующие реактивы: азотная кислота 69% ана-
литической степени чистоты (Scharlau), кисло-
та хлороводородная 37% (PanReac AppliChem), 
стандартный образец цинка с аттестованным 
значением 1000 мг/дм3 (СО1000) (Inorganic Ventures, 
кат. № CGZN1), вода деионизованная, очищенная 
на установке Milli-Q Integral 3 (Millipore, Франция).

Приготовление испытуемых растворов образ-
цов I–IX проводили согласно фармакопейной 
методике5, используя в качестве растворителя 
0,01 М HNO3 или 0,01 M HCl. Навески проб суб-
станций инсулина I и II отбирали с помощью 
электронных аналитических весов XPE205DR 
(Mettler Toledo AG, Швейцария, прибор поверен 
до 31.10.2023).

Приготовление образцов сравнения проводи-
ли следующим образом. Испытуемый раствор II 
разбавляли в 10 раз 0,01 М HNO3, используя его 
в качестве холостой пробы. СО1000 цинка разбав-
ляли 0,01 М HNO3 до концентрации 10 мг/л (СО10). 
В мерную колбу на 25 мл вносили 20 мл холо-
стой пробы, добавляли варьируемый объем СО10 
цинка (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4 мл) и доводили объем 
до метки 0,01 М HNO3. Получили образцы срав-
нения с концентрацией цинка 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 
1,2 и 1,6 мг/л.

Содержание цинка в испытуемых образцах 
и образцах сравнения определяли методом 
ИСП-МС на приборе Agilent 7900 (Agilent, США, 
прибор поверен до 05.12.2023), фиксируя ин-
тенсивность сигналов изотопа 66Zn. Параметры 
эксперимента: мощность плазмы  — 1500 Вт; 
поток плазменного газа (аргон)  — 15,0 л/мин, 
поток газа-носителя (аргон)  — 1,0 л/мин, по-
ток вспомогательного газа (аргон) — 0,9 л/мин, 
температура распылительной камеры Скотта — 
2 °С, скорость подачи образца  — 0,1 об./с. 
Для расчета концентраций цинка применяли 
метод калибровочной кривой. Готовили по три 
параллельных испытуемых раствора для каж-
дого образца; каждый испытуемый раствор 
исследовали в 6 повторностях. Итоговые 

3 ОФС.1.2.3.0018.15 Определение цинка в инсулине. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
4 ОФС 2.3.10.0. Примеси элементов. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. 1. Ч. 2. 2023. 
  Q3D(R2) Guideline for Elemental Impurities. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceu-

ticals for Human Use; 2022.
5 ОФС.1.2.3.0018.15 Определение цинка в инсулине. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
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величины концентраций определяли как сред-
нее арифметическое определенных значений. 
Стабильность работы прибора подтверждали, 
оценивая относительное стандартное откло-
нение (RSD) результата измерения содержания 
цинка в образце сравнения с концентрацией 
0,8 мг/л для 6 реплик (значение RSD при такой 
концентрации не должно превышать 1,4%, ана-
логично определению методом ПААС6).

Статистическая обработка результатов была 
произведена в программе Microsoft Office Excel 
2007 с установленным пакетом «Анализ данных».

Обсуждение результатов
В фармакопейной методике определения цинка 
в инсулине методом ПААС в качестве раство-
рителя используют хлороводородную кислоту, 
которая является прекурсором наркотических 
средств и психотропных веществ7. Применение 
прекурсоров накладывает ряд ограничений 
на работу с ними (определенный порядок допус-
ка лиц к работе с прекурсорами; соответствие 
особым требованиям и охрана помещений, в ко-
торых осуществляется работа с прекурсорами; 
особые требования к хранению прекурсоров, 
ежемесячная инвентаризация прекурсоров 
и т.д.)8. Поэтому на первом этапе мы изучали 
возможность замены хлороводородной кислоты 

азотной. Азотная кислота чаще всего использу-
ется при анализе методом ИСП-МС, так как она, 
в отличие от хлороводородной кислоты, не об-
разует соединений, вызывающих полиатомные 
наложения сигналов9. Кроме того, ее легко очи-
стить от неорганических примесей путем пере-
гонки в лабораторных условиях.

В таблице 1 представлены результаты изме-
рения содержания цинка методом ИСП-МС 
в испытуемых образцах I и II с использованием 
на стадии пробоподготовки 0,01 М растворов 
хлороводородной и азотной кислот. Измерения 
проводили по изотопу 66Zn с природным содер-
жанием 27,9%, так как определение наиболее 
распространенного изотопа 64Zn (48,6%) затруд-
нено полиатомными наложениями, содержащи-
ми ионы серы10 (32S16O16O+ и 32S32S+), которая вхо-
дит в состав инсулина. Результаты измерения 
содержания цинка, полученные с использовани-
ем этих кислот, совпадают с учетом доверитель-
ных интервалов. Все последующие измерения 
проводили с использованием HNO3.

Варьируя время стабилизации плазмы (от 30 
до 240 с), число реплик (от 3 до 6) и время экс-
позиции (от 0,1 до 1 с), были подобраны опти-
мальные условия эксперимента. Опытным пу-
тем установлено, что значение RSD результата 
измерения не превышает 2,5% при времени 

6 ОФС.1.2.3.0018.15 Определение цинка в инсулине. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
7 Постановление Правительства Российской Федерации от 30.06.1998 № 681 «Об утверждении перечня наркотических 

средств, психотропных веществ и их прекурсоров, подлежащих контролю в Российской Федерации». 
8 Федеральный закон Российской Федерации от 08.01.1998 № 3-ФЗ «О наркотических средствах и психотропных веществах».
9 Определение химических элементов в биологических средах и препаратах методами атомно-эмиссионной спектромет-

рии с индуктивно связанной плазмой и масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой. Методические указания. 
М.: Федеральный центр Госсанэпиднадзора Минздрава России; 2003. 

10 Там же.

Таблица 1. Результаты определения содержания цинка в образцах фармацевтических субстанций инсулина лизпро методом 
масс-спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой с использованием HCl и HNO3 в качестве растворителей

Table 1. Zinc content measured by inductively coupled plasma mass spectrometry in samples of insulin lispro active substances prepared 
using HCl or HNO3 as solvents

Образец
Содержание Zn, % (RSD, %)

№ измерения HCl HNO3

I (Zn 0,50%*)

1 0,50 0,49

2 0,48 0,47

3 0,45 0,48

Среднее 0,48±0,06 (4,8) 0,48±0,02 (1,7)

II (Zn 0,62%)

1 0,68 0,67

2 0,71 0,67

3 0,71 0,65

Среднее 0,70±0,04 (2,5) 0,66±0,01 (0,9)
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

 * Опорное значение, представленное в сертификате качества.
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стабилизации плазмы 1 мин, времени экспози-
ции 1 с и 6 репликах.

На следующем этапе проводили валидацию ме-
тодики определения содержания цинка в различ-
ных лекарственных формах инсулина методом 
ИСП-МС. Специфичность данной методики обу-
словлена отсутствием спектральных наложений 
изотопа 66Zn с полиатомными ионами других 
элементов, присутствующими в биологических 
средах11. Линейность, правильность, сходи-
мость и внутрилабораторную прецизионность 
определяли в диапазоне концентраций 0,4–
1,6 мг/л (диапазон применения фармакопейной 
методики определения цинка методом ПААС) 
в соответствии с нормативной документацией 
Евразийского экономического союза12.

При оценке линейности изучали зависимость 
интенсивности сигнала m/z=66 от концентрации 

цинка, внесенного в образец сравнения (табл. 2, 
рис. 1). В соответствии с фармакопейными требо-
ваниями13 критериями приемлемости линейной 
зависимости является коэффициент корреляции 
r ≥ 0,99 и отношение относительных стандартных 
отклонений для наименьшего и наибольшего 
калибровочного уровня 0,5–2,0 (в нашем случае 
0,6). Из приведенных в таблице  2 и на рисун-
ке 1 данных следует, что валидируемая методи-
ка характеризуется приемлемой линейностью.

Правильность при отсутствии сертифициро-
ванных стандартных образцов верифицируют, 
проверяя открываемость на образцах сравне-
ния. В случае методик количественного опреде-
ления методом ИСП-МС она должна составлять 
90–110%14. Открываемость валидируемой мето-
дики оценивали, используя данные, полученные 
в ходе установления линейности (табл. 3).

11 Определение химических элементов в биологических средах и препаратах методами атомно-эмиссионной спектромет-
рии с индуктивно связанной плазмой и масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой. Методические указания. М.: 
Федеральный центр Госсанэпиднадзора Минздрава России; 2003. 

12 Руководство по валидации аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств. Утверждено решени-
ем Коллегии Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113.

13 ОФС.2.1.2.55. Масс-спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
Т. 1. Ч. 2. 2023. 

14 Там же.

Таблица 2. Результаты оценки линейности валидируемой методики определения содержания цинка

Table 2. Results of zinc quantification method validation for linearity

Раствор сравнения Концентрация Zn, мг/л Интенсивность сигнала, имп/с Среднее значение, имп/с (RSD)

1 0,4

5985756

5988316 (0,494)6019109

5960084

2 0,6

8879646

88873768832306

8950175

3 0,8

11777286

1188571211919669

11960180

4 1,0

14718226

1479956414819979

14860486

5 1,2

17863753

1788327717887739

17898340

6 1,6

23506130

23546232 (0,817)23755460

23377105
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. RSD — относительное стандартное отклонение.
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Рис. 1. Линейная зависимость интенсивности сигнала m/z=66 от концентрации цинка в валидационном образце. R2 — коэф-
фициент достоверности аппроксимации

Fig. 1. Linear function of signal intensity at m/z=66 vs zinc concentration in the validation sample. R2 — approximation confidence factor 

Таблица 3. Результаты оценки правильности валидируемой методики определения содержания цинка

Table 3. Results of zinc quantification method validation for accuracy

Образец сравнения Введено, мг/л Найдено, мг/л Открываемость, %

1 0,4

0,401 100,2

0,403 100,8

0,399 99,8

2 0,6

0,596 99,3

0,593 98,8

0,601 100,2

3 0,8

0,792 99,0

0,801 100,1

0,804 100,5

4 1,0

0,990 99,0

0,997 99,7

1,000 100,0

5 1,2

1,202 100,2

1,204 100,3

1,205 100,4

6 1,6

1,583 98,9

1,600 100,0

1,575 98,4

Статистические характеристики

Среднее значение открываемости, % 99,8

Систематическая погрешность, % 0,2

Стандартное отклонение, % 0,67

Коэффициент вариации, % 0,67

Доверительный интервал (P=0,95%), % 0,33
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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Валидируемая методика соответствует фар-
макопейным требованиям, предъявляемым 
к открываемости (табл. 3). Следует отметить, 
что она соответствует и более жестким кри-
териям правильности аналитических методик, 
приведенным в соответствующей методической 
литературе:

1) доверительный интервал включает 100% зна-
чение открываемости15;
2)  систематическая погрешность не превышает 
свой доверительный интервал16.

Прецизионность оценивали на уровнях повторя-
емости и внутрилабораторной прецизионности 
(табл. 4). Фактические значения статистических 

критериев Фишера и Стьюдента оценивали 
на уровне значимости 95%. Степень свободы (df) 
определяли по формуле (1).

 df = n1 + n2 — 2, (1)

где степени свободы двух выборок n1=n2=9.

Из данных таблицы 4 следует, что фармакопей-
ное требование к повторяемости аналитической 
методики измерения методом ИСП-МС (коэффи-
циент вариации не более 5% для количествен-
ного определения содержания примесей17) вы-
полняется.

Поскольку фармакопейные требования к прием-
лемости показателей внутрилабораторной пре-
цизионности отсутствуют, мы руководствовались 

15 Береговых ВВ, ред. Валидация аналитических методик для производителей лекарств. Типовое руководство предприятия 
по производству лекарственных средств. М.: Литтерра, 2008.

16 Юргель НВ, ред. Руководство по валидации методик анализа лекарственных средств (методические рекомендации). 
М.: Спорт и культура-2000; 2007.

17 ОФС.2.1.2.55. Масс-спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
Т. 1. Ч. 2. 2023.

Таблица 4. Результаты оценки повторяемости и внутрилабораторной прецизионности валидируемой методики определения 
содержания цинка

Table 4. Results of zinc quantification method validation for repeatability and intermediate precision

Образец 
сравнения Введено, мг/л

Оператор 1 Оператор 2

Найдено, мг/л Открываемость, % Найдено, мг/л Открываемость, %

1 0,4

0,401 100,2 0,399 99,7

0,403 100,8 0,403 100,6

0,399 99,8 0,405 101,1

3 0,8

0,792 99,0 0,801 100,1

0,801 100,1 0,791 98,9

0,804 100,5 0,810 101,3

6 1,6

1,583 98,9 1,588 99,3

1,600 100,0 1,595 99,7

1,575 98,4 1,608 100,5

Статистические характеристики Оператор 1 Оператор 2

Среднее значение открываемости, % 99,7 100,1

Стандартное отклонение, % 0,78 0,77

Коэффициент вариации, % 0,78 0,77

Доверительный интервал (P=0,95%), % 0,60 0,59

Объединенное среднее значение открываемости, % 99,9

Объединенное стандартное отклонение, % 0,80

Объединенный коэффициент вариации, % 0,80

Объединенный доверительный интервал, % 0,40

F-критерий Фишера (Fтабл=3,44) 1,08

t-критерий Стьюдента (tтабл=2,12) 1,03
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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рекомендациями, представленными в методи-
ческой литературе18, и сравнили фактические 
значения статистических критериев Фишера 
и Стьюдента с их табличными значениями (мак-
симальными значениями критериев под влияни-
ем случайных факторов при текущих степенях 
свободы и уровне значимости 95%). Фактические 
значения критериев Фишера и Стьюдента суще-
ственно ниже табличных значений (табл. 4), сле-
довательно, различия результатов измерения 
двух операторов статистически незначимы и ва-
лидируемая методика характеризуется прием-
лемой внутрилабораторной прецизионностью.

Следует отметить, что результаты измерения содер-
жания цинка в испытуемых образцах, полученные 
по фармакопейной методике с использованием 
ПААС и разработанной методике ИСП-МС, совпа-
дают с учетом доверительных интервалов (табл. 5).

Заключение
В результате проведенного исследования 
разработана методика определения содер-
жания цинка в инсулине методом ИСП-МС. 
Специфичность методики основана на отсут-
ствии спектральных наложений сигнала изото-
па 66Zn и сигналов полиатомных ионов других 
элементов биологической матрицы. Показано, 
что в диапазоне применения (0,4–1,6 мг/л) дан-
ная методика характеризуется приемлемыми 
линейностью, правильностью, повторяемо-
стью и внутрилабораторной прецизионностью. 
Рекомендуется использовать разработан-
ную и валидированную методику в качестве 
альтернативной при проведении экспертизы 
качества лекарственных средств и в произ-
водстве на стадии выходного контроля гото-
вой продукции.
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