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Резюме Количественная характеристика вспомогательных веществ, входящих в состав биологи-
ческих лекарственных препаратов (БЛП), является важной составляющей процесса под-
тверждения качества как на уровне готового продукта, так и на стадиях промежуточных 
продуктов, в том числе фармацевтических субстанций. Метод ионной хроматографии 
с амперометрическим и кондуктометрическим способами детектирования продуктов раз-
деления обладает рядом достоинств, основным из которых является возможность прямо-
го определения малолетучих соединений, не имеющих хромофорных групп и не обладаю-
щих собственной флуоресценцией. Цель работы — на основании сравнительного анализа 
метода ионной хроматографии и альтернативных методов определить перспективные 
области применения метода ионной хроматографии в оценке качества БЛП. На основа-
нии результатов проведенного анализа нормативной документации и данных литерату-
ры обобщены методы количественного определения вспомогательных веществ с ионной 
структурой в БЛП. Рассмотрены возможности применения метода ионной хроматографии 
для определения основного действующего вещества в полисахаридных вакцинах и вспо-
могательных веществ в БЛП. Показана целесообразность применения метода ионной 
хроматографии для одновременного количественного определения катионов (аммоний, 
кальций, магний) и анионов (хлориды, сульфаты, нитраты) в растворителе для лиофи-
лизированных БЛП, для оценки качества действующего вещества БЛП (количественное 
определение полисахарида в полисахаридных вакцинах, гликопрофиль гликозилирован-
ных протеинов и т.д.), а также при определении нескольких стабилизаторов углеводной 
природы БЛП одной методикой. Сделан вывод, что ионообменная хроматография с кон-
дуктометрическим и амперометрическим детектированием при оценке качества БЛП 
в ближайшей перспективе может занять лидирующие позиции в количественной оцен-
ке вспомогательных веществ с ионной структурой, стабилизаторов углеводной природы 
и основного действующего вещества — полисахарида в полисахаридных вакцинах, в том 
числе вакцинах национального календаря профилактических прививок.

Ключевые слова: ионная хроматография; ионообменная ВЭЖХ; биологические лекарственные препараты; 
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Abstract Quantitative characterisation of excipients in biologicals is an important part of the quality 
assurance process both at the level of finished products and intermediates, as well as active 
pharmaceutical ingredients. Ion chromatography with amperometric and conductometric de-
tection of separation products has a number of advantages. The main of the advantages is the 
possibility of direct determination of semivolatile compounds that have neither chromophoric 
groups, nor intrinsic fluorescence. The aim of this study was to compare ion chromatogra-
phy with alternative methods in order to identify promising areas for its use in assessing the 
quality of biologicals. The authors analysed regulatory documents and literature and sum-
marised the methods applied for quantitative determination of ionic excipients in biological 
medicinal products. The authors investigated the possibility of using ion chromatography for 
determination of the main active pharmaceutical ingredient in polysaccharide vaccines and 
excipients in biologicals. The study demonstrated the feasibility of ion chromatography for 
simultaneous quantitation of cations (ammonium, calcium, magnesium) and anions (chlorides, 
sulfates, nitrates) in reconstitution solvents for lyophilised biologicals; quality assessment of 
active pharmaceutical ingredients in biologicals (quantitative analysis of polysaccharides in 
polysaccharide vaccines, profiling of glycosylated proteins, etc.); and determination of several 
carbohydrate stabilisers in biologicals with the same analytical procedure. According to the 
conclusions, ion-exchange chromatography with conductometric and amperometric detection, 
aimed at quality assessment of biological products, can shortly take a leading position in quan-
titation of ionic excipients, carbohydrate stabilisers, and main active ingredients (polysaccha-
rides) in polysaccharide vaccines, including the vaccines in the immunisation schedule.

Key words: ion chromatography; ion-exchange HPLC; biologicals; polysaccharide vaccines; carbohydrates; 
conductometric and amperometric detection
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Введение
Метод ионной хроматографии был разработан 

в 1975 г. [1] и за короткое время из способа детек-
тирования небольшого числа ионов превратился 
в самостоятельный вид анализа [2]. Ион-парная 
ВЭЖХ, ион-эксклюзионная ВЭЖХ, ионообменная 
ВЭЖХ с последующим УФ- или флуориметриче-
ским детектированием продуктов разделения 
применяется при оценке качества биологических 
лекарственных препаратов (БЛП) достаточно дав-
но [3–16]. Также в последние годы в нормативной 
документации на БЛП представлены методики 
ионной хроматографии с кондуктометрическим 
или амперометрическим детектированием.

Достоинством кондуктометрического и ам-
перометрического детекторов в хроматографи-

ческом анализе является возможность их ис-
пользования для прямого высокоселективного 
определения малолетучих соединений, не име-
ющих хромофорных групп и не обладающих соб-
ственной флуоресценцией.

Цель работы — на основании сравнительного 
анализа метода ионной хроматографии и аль-
тернативных методов определить перспектив-
ные области применения данного метода ионной 
хроматографии в оценке качества БЛП.

Важным аспектом разработки современных 
лекарственных препаратов является не толь-
ко изучение свойств основного действующего 
компонента, но и научно обоснованный вы-
бор вспомогательных веществ, предназна-
ченных для формирования, конструирования 
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 лекарственных форм и терапевтических систем, 
а также для обеспечения стабильности. Вспо-
могательные вещества должны обеспечивать 
надлежащий фармакологический эффект и фар-
макокинетические параметры лекарственного 
препарата [17, 18].

В статье представлены результаты проведен-
ного анализа нормативной документации и дан-
ных литературы.

Применение метода ионной 
хроматографии для определения 
вспомогательных веществ с ионной 
структурой

В настоящее время метод ионной хромато-
графии с подавлением фоновой проводимости 
и последующим кондуктометрическим детек-
тированием используется рядом зарубежных 
производителей БЛП для количественного опре-
деления вспомогательных веществ с ионной 
структурой, таких как натрия хлорид, каприло-
вая кислота, а также катионы и анионы в рас-
творителе для лиофилизированных препаратов. 
Однако количественная оценка вспомогатель-
ных веществ с ионной структурой отличается 
большим методическим разнообразием и метод 
ионной хроматографии — пока не самое распро-
страненное решение (табл. 1).

На основе информации, представленной в та-
блице 1, можно предположить, что методическое 
разнообразие оценки количественного содержа-
ния вспомогательных веществ с ионной структу-
рой обусловлено отсутствием фармакопейных 
методик и необходимостью использования вы-
сокотехнологичного оборудования, уже имею-
щегося на предприятии.

Инструментальные достоинства метода ион-
ной хроматографии с кондуктометрическим 
детектированием очевидны: небольшой рас-
ход анализируемого соединения (около 0,3 мл); 
простая пробоподготовка, предполагающая 
разведение испытуемого образца и при необ-
ходимости исключение белка; короткое время 
анализа (около 10 мин); возможность исполь-
зования подвижных фаз, не требующих дове-
дения pH; автоматизированный процесс всей 
последовательности анализа, что обеспечи-
вает полную прослеживаемость результатов. 
Кроме того, существенным конструкционным 
достоинством современных ионных хромато-
графов является возможность одновременного 
детектирования анионов и катионов, а также 
автоматизированного генерирования элюен-
тов, что исключает стадию приготовления под-
вижной фазы и работу с концентрированными 
едкими растворами.

Таким образом, использование метода ионной 
хроматографии для определения вспомогатель-
ных веществ с ионной структурой, в силу высокой 
стоимости оборудования и необходимости нали-
чия высококвалифицированных кадров, эконо-
мически целесообразно для крупномасштабных 
производств, имеющих широкую линейку про-
дукции, где затраты на закупку, обслуживание 
и персонал окупаются поточной загрузкой обо-
рудования.

Применение метода ионной 
хроматографии для определения 
основного действующего вещества 
в полисахаридных вакцинах 
и вспомогательных веществ 
в биологических лекарственных 
препаратах

Метод ионной хроматографии с последу-
ющим амперометрическим детектированием 
применяют для определения так называемых 
электроактивных веществ, обладающих низ-
кой проводимостью, но способных окисляться 
или восстанавливаться на поверхности электро-
да. К таким соединениям относятся, например, 
аминокислоты, углеводы, амины, полиолы. Впер-
вые амперометрический детектор для ВЭЖХ 
был предложен в 1973 г. для определения кате-
холаминов в биологических жидкостях [19]. Но, 
несмотря на длительную историю применения, 
данный метод не стал самым распространен-
ным в оценке качества лекарственных средств. 
Максимально полная спецификация на готовый 
продукт, включающая количественное опреде-
ление вспомогательных веществ, — сравнитель-
но новая тенденция в контроле качества БЛП. 
Кроме того, в прошлом данный метод анализа 
характеризовался плохой воспроизводимостью, 
поскольку на поверхности электрода оставались 
продукты окисления аналитов, которые прихо-
дилось удалять вручную после каждой инжек-
ции. Современная конструкция детекторов по-
зволяет автоматически чередовать напряжение 
на электроде, предполагает автоматическую его 
очистку и восстановление, что существенно по-
вышает воспроизводимость методик.

Также следует отметить, что для анализа соста-
ва углеводных смесей существует много других 
методов, например газовая хроматография с пла-
менно ионизационной детекцией [20, 21], ВЭЖХ 
с флуориметрическим и УФ-детектированием, ка-
пиллярный электрофорез. В сравнении с данны-
ми методами ионообменная хроматография с им-
пульсным амперометрическим детектированием 
является менее трудозатратной. В данном мето-
де применяется стандартная пробоподготовка 
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образца (гидролиз, твердофазная экстракция, 
разведение и т.д.), в то время как все вышепере-
численные техники требуют дополнительной ста-
дии, а именно предварительной дериватизации 
углеводов [22]. Так, например, поскольку моно-
сахариды являются нелетучими соединениями, 
разделение их смесей методом газожидкостной 
хроматографии возможно после получения лету-
чих триметилсилильных производных [20, 21].

Известно, что в основном растворе углеводы 
способны ионизироваться [23]. Внедрение ста-
ционарных фаз на основе полимеров, обеспе-
чивающих стабильность в широком диапазоне 
pH, способствовало разработке универсального 
и эффективного метода разделения углеводов 
и родственных соединений. Так, в 1988 г. ионная 
хроматография с импульсным амперометриче-
ским детектированием была впервые примене-
на для определения содержания моносахаридов 
в гликозилированных белках [24]. Было отмечено 
основное достоинство метода: хорошая чувстви-
тельность без использования пред- и постколо-
ночной дериватизации. Сегодня ионную хрома-
тографию с пульсирующим амперометрическим 
детектированием используют для анализа угле-
водной части гликопротеинов наряду с гидро-
фильной ВЭЖХ и капиллярным электрофорезом, 
при этом капиллярный электрофорез предпола-
гает флуорометрическое детектирование олиго-
сахаридов, предварительно дериватизованных 
флуорофором [25].

В оценке качества БЛП ионообменную хро-
матографию с амперометрическим детектиро-
ванием применяют наряду с другими методами 
количественного определения вспомогательных 
веществ (аминокислот, углеводов, полиолов) 
и основного действующего вещества — полиса-
харида в полисахаридных поливалентных вак-
цинах (табл. 2).

Для определения таких вспомогательных ве-
ществ БЛП, как аминокислоты, моно- и дисаха-
ридные стабилизаторы (табл. 2), чаще использу-
ют альтернативные методы, чем ионную ВЭЖХ. 
Анионообменная ВЭЖХ с импульсным ампероме-
трическим детектированием в основном исполь-
зуется только зарубежными производителями.

Особое значение ионообменная хроматогра-
фия приобретает в оценке качества полисаха-
ридных вакцин. Количественное определение 
основного действующего вещества на стадии го-
тового продукта является обязательным для всех 
БЛП, к которым относятся вакцины, созданные 
на основе очищенных бактерийных полисаха-
ридов. Такие вакцины могут быть моно- и поли-
валентными, т.е. содержать полисахарид одного 
или нескольких серотипов.

Моновалентные вакцины можно отнести 
к полисахаридным вакцинам первого поколе-
ния, количественная оценка действующего ве-
щества которых проводилась расчетным мето-
дом по структурным элементам. Так, например, 
в менингококковой вакцине, содержащей по-
лисахарид серотипа А, количественная оценка 
возможна по содержанию фосфора, а в менин-
гококковой вакцине, содержащей полисахари-
ды серотипов А и С, — по фосфору и сиаловой 
кислоте соответственно. Однако с появлением 
четырехвалентной менингококковой вакцины, 
состоящей из серотипов А, С, Y и W-135, данный 
подход перестает быть селективным, поскольку 
в состав полисахаридов Y и W-135 также входит 
сиаловая кислота.

Кроме того, количественное определение по-
лисахарида расчетными методами имеет еще 
один существенный недостаток: длительная 
и трудоемкая стадия пробоподготовки, в неко-
торых случаях включающая препаративное хро-
матографическое разделение полисахаридов 
и обессоливание.

Альтернативной расчетному методу может 
служить иммунохимическое количественное 
определение полисахаридов в составе поли-
валентных вакцин. Метод иммунохимической 
нефелометрии отличается высокой селектив-
ностью и точностью, единственным недостат-
ком которого является необходимость наличия 
 специфических иммунохимических реагентов: 
иммунохимических антисывороток и стандартов, 
индивидуальных для полисахарида каждого се-
ротипа. Этот метод применяют для количествен-
ной оценки полисахаридов каждого серотипа 
в поливалентных пневмококковых вакцинах, со-
держащих 13 или 23 серотипа пневмококкового 
полисахарида [26].

Метод ионной хроматографии с ампероме-
трическим детектированием позволяет коли-
чественно определить полисахарид каждой 
серогруппы в четырехвалентной менингококко-
вой вакцине благодаря относительно простой 
структуре каждого полисахарида — либо гомо-
полимер: полисахарид серогруппы А (состоит 
из повторяющихся фрагментов N-ацетилман-
нозамина, связанных 1α→6 фосфодиэфирными 
связями) и полисахарид серогруппы С (состоит 
из повторяющихся фрагментов сиаловой кис-
лоты, связанных 2α→9 гликозидными связями), 
либо дисахарид из повторяющихся единиц: поли-
сахарид серогруппы Y (состоит из чередующих-
ся фрагментов сиаловой кислоты и D-глюкозы, 
связанных 2α→6 и 1α→4 гликозидными связя-
ми) и полисахарид серогруппы W-135 (состоит 
из чередующихся фрагментов сиаловой кислоты 
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и D-галактозы, связанных 2α→6 и 1α→4 глико-
зидными связями).

Хроматографической стадии анализа пред-
шествует пробоподготовка в виде гидролиза ис-
пытуемого препарата и стандартных образцов 
полисахаридов с образованием манноза-6-фос-
фата — для полисахарида серогруппы А, га-
лактозы и N-ацетилнейраминовой кислоты — 
для полисахарида серогруппы W-135, глюкозы 
и N-ацетилнейраминовой кислоты — для поли-
сахарида серогруппы Y и N-ацетилнейрамино-
вой кислоты — для полисахарида С. Количество 
полисахарида С определяют с учетом вклада 
в площадь пика N-ацетилнейраминовой кислоты 
полисахаридов серогрупп Y и W-135, долю кото-
рых определяют по хроматограммам гидролиза-
тов индивидуальных образцов соответствующих 
полисахаридов [27].

Аналогичным образом количественно опре-
деляют полисахарид в вакцине против инфек-
ций, вызываемых Haemophilus	 influenzae тип b, 
подвергая полисахарид полирибозилрибитол 
фосфат, состоящий из повторяющихся единиц 
3-β-D-рибофуранозил-(1→1)-рибитол-5-фосфат, 
гидролизу с образованием дисахарида рибо-
зилрибитолфосфата, который количественно 
определяют ионообменной хроматографией 
с амперометрическим детектированием [28].

Данный подход к количественной оценке яв-
ляется высокоселективным и обладает хороши-
ми точностными характеристиками: правильно-
стью и прецизионностью. К недостаткам метода 
можно отнести необходимость регулярной про-
мывки хроматографической системы при рабо-
те с низкоконцентрированными (микрограммы) 
анализируемыми растворами [28].

Тем не менее метод ионообменной хромато-
графии с импульсным амперометрическим де-
тектированием был одним из основных при раз-
работке международных стандартных образцов 
полисахаридов Neisseria	 meningitidis серогрупп 
A1, С2, W3, Y4.

В Европейской фармакопее количественное 
определение полисахаридов в менингококковых 
вакцинах5 и вакцинах против инфекций, вызы-

1 1st WHO International Standard for Meningococcal Group A Polysaccharide. NIBSC code: 13/246. Instructions for use (Version 
2.0, Dated 01/05/2019). https://www.nibsc.org/documents/ifu/13-246.pdf

2 1st WHO International Standard for Meningococcal Serogroup C Polysaccharide. NIBSC code: 08/214. Instructions for use 
(Version 5.0, Dated 05/03/2021). https://www.nibsc.org/documents/ifu/08-214.pdf

3 1st International Standard for Meningococcal Capsular Group W Polysaccharide. NIBSC code: 16/152. Instructions for use 
(Version 1.0, Dated 12/11/2019). https://nibsc.org/documents/ifu/16-152.pdf

4 WHO International Standard, 1st International Standard for Meningococcal Capsular Group Y Polysaccharide. NIBSC code: 
16/206, Instructions for use (Version 1.0, Dated 11/11/2019). https://www.nibsc.org/documents/ifu/16-206.pdf

5 Monograph 3066 Meningococcal group A, C, W135 and Y conjugate vaccine. European Pharmacopoeia. 10th ed.; 2019.
6 Monograph 2622 Haemophilus type b and Meningococcal group C conjugate vaccine. European Pharmacopoeia. 10th ed.; 2016.

ваемых Haemophilus	 influenzae тип b6, методом 
ионообменной хроматографии с импульсным 
амперометрическим детектированием предло-
жен как альтернативный наряду с расчетными 
методами определения по фосфору, сиаловой 
кислоте и рибозе.

Таким образом, метод ионной хроматографии 
с амперометрическим детектированием является 
востребованным при количественном определе-
нии полисахаридов в менингококковых вакци-
нах и в вакцинах против инфекций, вызываемых 
Haemophilus	 influenzae тип b. Также можно пред-
положить, что ионной хроматографии отдается 
предпочтение при одновременном определении 
нескольких вспомогательных веществ БЛП, а так-
же при наличии в составе БЛП соединений, меша-
ющих определению альтернативными методами.

Можно предположить, что метод ионной 
хроматографии за счет высокой чувствитель-
ности  и селективности целесообразно при-
менять для одновременного количественного 
определения катионов (аммоний, кальций, маг-
ний) и анионов (хлориды, сульфаты, нитраты) 
в растворителе для лиофилизированных БЛП; 
для оценки качества действующего вещества 
БЛП (количественное определение полисахари-
да в полисахаридных вакцинах, гликопрофиль 
гликозилированных протеинов и т.д.), а также 
при определении нескольких стабилизаторов 
углеводной природы БЛП одной методикой.

Заключение
Сравнительный анализ метода ионной хрома-

тографии и альтернативных методов при оценке 
качества БЛП показал, что к существенным пре-
имуществам метода можно отнести его селек-
тивность, относительную быстроту анализа, воз-
можность использования небольших количеств 
анализируемого соединения, прямое детекти-
рование анализируемых соединений без необ-
ходимости пред- и постколоночной дериватиза-
ции, максимальную автоматизацию процесса.

Таким образом, в ближайшей перспек-
тиве при оценке качества БЛП ионообмен-
ная  хроматография с кондуктометрическим 

https://www.nibsc.org/documents/ifu/13-246.pdf
https://www.nibsc.org/documents/ifu/08-214.pdf
https://nibsc.org/documents/ifu/16-152.pdf
https://www.nibsc.org/documents/ifu/16-206.pdf
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и  амперометрическим детектированием может 
занять лидирующие позиции в количествен-
ной оценке вспомогательных веществ с ионной 

структурой, стабилизаторов углеводной приро-
ды и основного действующего вещества — поли-
сахарида в полисахаридных вакцинах.
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