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Актуальность. Хлороводородная кислота, используемая на стадии пробопод-
готовки при определении содержания цинка в субстанциях и препаратах инсу-
лина методом атомно-абсорбционной спектрометрии, является прекурсором 
наркотических веществ и психотропных препаратов. Исключение прекурсоров 
из лабораторной практики заметно снижает трудозатраты при проведении ана-
лиза.
Цель. Модификация фармакопейной методики определения цинка в инсулинах, 
направленная на исключение прекурсоров наркотических веществ, и оценка 
применимости модифицированной методики для анализа препаратов инсулина.
Материалы и методы. Фармацевтические субстанции и препараты инсулина 
различных лекарственных форм и дозировок. Определение содержания цинка 
проводили на атомно-абсорбционном спектрометре Agilent 240FS при характе-
ристической длине волны 213,86 нм.
Результаты. Подобраны условия проведения элементного анализа (концен-
трация азотной кислоты, ширина щели монохроматора, время стабилиза-
ции пламени), обеспечивающие соответствие фармакопейным требованиям 
к определению цинка в инсулинах (RSD≤1,4% для стандартного раствора цинка 
с концентрацией 0,8 мг/дм3, коэффициент корреляции калибровочного графика 
не менее 0,99). Проведено сравнение результатов измерения содержания цин-
ка в исследуемых образцах при использовании в качестве растворителя хло-
роводородной или азотной кислоты. Сравнение модифицированной методики 
с фармакопейной не выявило существенного расхождения в результатах опре-
деления цинка при замене хлороводородной кислоты на азотную.
Выводы. Модифицированная методика позволяет проводить анализ содержа-
ния цинка в различных лекарственных формах инсулина без использования 
прекурсоров наркотических веществ.

Ключевые слова: цинк; инсулин; атомно-абсорбционная спектрометрия; азотная кислота; хлороводород-
ная кислота; фармакопейная методика
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Scientific relevance. Zinc quantification in insulin active substances and prepara-
tions by atomic absorption spectrometry requires a sample preparation procedure 
using hydrochloric acid, a narcotic and psychotropic precursor. The exclusion of pre-
cursors from laboratory practice significantly reduces labour costs during analysis.
Aim. This study aimed to modify the pharmacopoeial method for quantifying zinc in 
insulins with a view to eliminating drug precursors and to evaluate the applicability 
of the modified method across different insulin preparations.
Materials and methods. The study considered insulin active substances and prepa-
rations of various types, dosage forms, and strengths. Zinc content determination 
involved using an Agilent 240FS atomic absorption spectrometer at a characteristic 
wavelength of 213.86 nm.
Results. The authors selected the conditions for elemental analysis (nitric acid con-
centration, monochromator slit width, and flame stabilisation time) corresponding 
to the pharmacopoeial requirements for quantifying zinc in insulins (RSD  ≤1.4%, 
standard zinc solution with a concentration of 0.8 mg/dm3, and calibration curve 
correlation coefficient ≥0.99). The study compared zinc content measurements in 
the studied insulin samples with hydrochloric acid or nitric acid as a solvent; it did 
not reveal any significant differences between the results obtained by the pharma-
copoeial method and the modified method.
Conclusions. The modified method enables analysts to quantify zinc in insulin prep-
arations in various dosage forms without drug precursors.
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Введение
Развитие сахарного диабета (СД) связано 
с нарушением секреции инсулина, что приво-
дит к повышению уровня глюкозы в крови [1]. 
Протекание этой болезни связано со многими 
тяжелыми осложнениями [2–4] вплоть до ги-
пергликемической комы с возможным леталь-
ным исходом [5]. Связь между СД и многими 
другими заболеваниями имеет двунаправлен-
ный взаимоотягощающий характер [6]. По оцен-
кам Международной диабетической федера-
ции (International Diabetes Federation), в 2021 г. 

в мире заболеваемость СД в возрастной группе 
20–79 лет составила примерно 537 млн человек, 
при этом прогнозируется, что к 2045 г. распро-
страненность данного заболевания вырастет 
до 783 млн человек [7]. Общая численность 
пациентов с СД в Российской Федерации, со-
стоящих на диспансерном учете1 на 01.01.2021, 
составила 4,8 млн человек, или 3,23% населе-
ния страны [8]. 

Подсчитано, что до 40% людей с СД во всем мире 
(150–200 млн) нуждаются в инсулинотерапии 
[1]. Применение инсулина остается абсолютным 
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требованием для поддержания жизни пациентов 
с диабетом 1 типа, а также требуется некоторым 
пациентам с диабетом 2 типа из-за снижения се-
креции инсулина [9, 10].

Практически все современные препараты 
инсулина содержат соединения цинка [9, 11, 
12] (обычно в виде хлорида [13–15], ацетата 
[14, 16] или оксида [17, 18]). Присутствие цин-
ка влияет на время начала и продолжитель-
ность действия этих препаратов [12, 13, 15, 
19]. Количественное содержание цинка зави-
сит от используемой лекарственной формы 
и варьируется производителем в зависимости 
от целей терапии, поэтому контроль содержа-
ния данного элемента необходим для обеспе-
чения качества препаратов инсулина.

Согласно фармакопейным требованиям2, опре-
деление содержания цинка в инсулинах про-
водят методом атомно-абсорбционной спек-
трометрии с пламенной атомизацией (ПААС), 
при этом методикой предусмотрено исполь-
зование на стадии пробоподготовки хлорово-
дородной кислоты в качестве растворителя. 
Данная методика хорошо отработана и вали-
дирована [20–22]. Хлороводородная кислота 
является прекурсором наркотических веществ 
и психотропных препаратов. Применение пре-
курсоров налагает ряд ограничений3 на работу 
лаборатории: определенный порядок допуска 
лиц к работе; особые требования к помещениям, 
их охрана; особые требования к хранению и ин-
вентаризации прекурсоров и т.д. Исключение 
прекурсоров из лабораторной практики заметно 
снижает трудозатраты при проведении анализа. 
Представляется актуальным заменить хлорово-
дородную кислоту азотной, которая не является 
прекурсором. Азотная кислота наиболее часто 
используется при элементном анализе биоло-
гических объектов, так как является хорошим 
окислителем для их растворения [23]. Кроме 
того, она легко поддается очистке от элемент-
ных примесей [23, 24].

Цель работы  — модификация фармакопей-
ной методики определения цинка в инсулинах, 
направленная на исключение использования 
прекурсоров наркотических веществ, и оценка 
применимости модифицированной методики 
для анализа препаратов инсулина.

Материалы и методы
В качестве объектов исследования были ис-
пользованы 23 образца инсулина различных ле-
карственных форм и дозировок, среди которых 
1 субстанция инсулина, 5 суспензий для подкож-
ного введения, 8 растворов для внутривенного 
и подкожного введения, 3 раствора для инъ-
екций и 3 раствора для подкожного введения 
производства России, Франции и Дании.

В работе использовали следующие реак-
тивы: хлороводородная кислота концен-
трированная 35% для элементного анализа 
(PanReac AppliChem), азотная кислота 67–70% 
для элементного анализа (Fisher Chemical), 
одноэлементные стандартные растворы цин-
ка с концентрацией 1000 мг/л (Sigma-Aldrich). 
Для приготовления стандартных и испытуе-
мых растворов использовали деионизован-
ную воду, полученную на установке Milli-Q 
Integral 3 (Millipore).

Пробоподготовку образцов осуществляли со-
гласно требованиям Государственной фарма-
копеи Российской Федерации (ГФ РФ)4, исполь-
зуя в качестве растворителя хлороводородную 
или азотную кислоты. Определение цинка про-
водили на атомно-абсорбционном спектрометре 
Agilent 240FS (Agilent Technologies), регистрируя 
атомное поглощение при характеристической 
длине волны 213,86 нм. Использовали одноще-
левую горелку шириной 100 мм и пламя воз-
дух–ацетилен (13,5 и 2,0 л/мин соответственно). 
Измерение абсорбции проводили в следующих 
условиях: сила тока лампы 5,0 мА, ширина щели 
монохроматора 1,0 нм, задержка перед ана-
лизом 10 с, мануальный режим ввода пробы. 
Измерения для стандартных и рабочих раство-
ров проводили в шести повторностях, результа-
ты измерения трех параллельных проб рабочих 
растворов усредняли, диапазон калибровки 
составлял 0,2–1,6 мг/л. Методом наименьших 
квадратов был проведен регрессионный анализ 
и рассчитаны коэффициенты наклона прямой 
калибровочного графика.

Изучение кратковременной и долговременной 
стабильности работы прибора (стабильность 
интегрального сигнала абсорбции и базовой 
линии) проводили на стандартном раство-
ре цинка с концентрацией 0,8 мг/л (ppm). 

2 ОФС 2.1.5.18. Цинк в инсулине. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. 1. Ч. 2. 2023. 
 ОФС.1.2.3.0018.15 Определение цинка в инсулине. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
 Insulin injection. United States Pharmacopeia. USP-NF. Rockville, MD; 2023.
 Monograph 04/2021:0854. Insulin preparations, injectable. European Pharmacopoeia. 11th ed. Strasbourg; 2023.
3 Федеральный закон Российской Федерации от 08.01.1998 № 3-ФЗ «О наркотических средствах и психотропных веще-

ствах».
4 ОФС.1.4.1.0019.15 Настойки. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018. 
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5 ОФС.1.2.3.0018.15 Определение цинка в инсулине. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
6 Там же.
7 ОФС 2.1.2.22. Атомно-абсорбционная спектрометрия. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. I. Ч. 1. 2023. 

Кратковременную стабильность оценивали, 
определяя среднеквадратичное отклонение 
(RSD) для результатов пяти параллельных изме-
рений интенсивности сигнала иона цинка, каж-
дое в шести повторностях (всего 30  определе-
ний). Долговременную стабильность оценивали 
как отношение результата определения концен-
трации цинка в растворе после 20  мин эксплу-
атации прибора (контрольное измерение) к ре-
зультату определения его концентрации в том 
же растворе непосредственно после построе-
ния калибровочного графика.

В качестве номинального значения содержания 
цинка в образцах инсулина использовали ре-
зультат, полученный при анализе этого элемента 
по фармакопейной методике. Статистическая об-
работка результатов была проведена при помо-
щи программы Microsoft Office Excel 2007 с уста-
новленным пакетом «Анализ данных».

Результаты и обсуждение
Поскольку целью модификации фармакопей-
ной методики определения цинка в инсулинах 
методом ПААС была замена хлороводород-
ной кислоты на азотную на стадии подготовки 
проб к анализу, на первом этапе исследования 
было проведено сравнение кратковременной 
и долговременной стабильности работы обо-
рудования с изменением концентрации азот-
ной кислоты в диапазоне 0,01–0,25 ммоль/л. 
Оборудование калибровали в диапазоне содер-
жания ионов цинка 0,2–1,6 мг/л, согласно усло-
виям, приведенным в ГФ РФ5. Коэффициент кор-
реляции во всех случаях составлял более 0,99. 
Результаты определения стабильности работы 
оборудования представлены в таблице 1.

Было установлено, что увеличение концен-
трации азотной кислоты приводит к незна-
чительному повышению долговременной 
стабильности, при этом заметно снижается 
кратковременная стабильность. Согласно тре-
бованиям ГФ РФ6, прибор считается пригодным 
к работе, если RSD, рассчитанное для 6 после-
довательных измерений стандартного раство-
ра с концентрацией 0,8 ppm, составляет 
не более 1,4% (кратковременная стабильность). 
По данным таблицы 1 такое значение RSD 
было получено при использовании для пробо-
подготовки азотной кислоты в концентрации 
0,01  ммоль/л. Результат соответствующего 
контрольного измерения концентрации цинка 
в стандартном растворе (97,6%) соответству-
ет требованиям Фармакопеи Евразийского 
экономического союза (ЕАЭС) для правиль-
ности методики (90–110%)7 при использова-
нии атомно-абсорбционного метода анализа 
(долговременная стабильность). Таким об-
разом, полное соответствие фармакопейным 
требованиям к стабильности работы прибора 
наблюдается при использовании азотной кис-
лоты 0,01 ммоль/л.

На втором этапе исследования, варьируя ши-
рину щели монохроматора (0,2–1,0 нм) и вре-
мя предварительной стабилизации пламени (от 
5 до 20 с), выбрали оптимальные условия экс-
перимента. Известно, что ширина щели влияет 
на соотношение сигнал/шум и дрейф установ-
ленной длины волны [25]. Экспериментально 
нами было установлено, что оптимальная интен-
сивность сигнала и более высокое соотношение 
сигнал/шум достигаются при значении ширины 
щели в 1,0 нм.

Таблица 1. Влияние концентрации азотной кислоты на стабильность работы спектрометра

Table 1. Effect of nitric acid concentration on the operational stability of the spectrometer

Концентрация
азотной кислоты, 

ммоль/л

Кратковременная 
стабильность Долговременная стабильность

Относительное 
стандартное 

отклонение (RSD), %

Концентрация цинка 
в растворе в начале 

испытания, ppm

Концентрация цинка 
в растворе в конце 

испытания, ppm

Соотношение концентраций 
цинка в начале и в конце 

испытания, %

0,01 1,40 0,80±0,01 0,78±0,01 97,6

0,05 1,93 0,81±0,004 0,79±0,01 98,4

0,1 2,88 0,80±0,01 0,79±0,01 98,8

0,15 2,92 0,81±0,01 0,80±0,02 99,0

0,25 3,38 0,81±0,01 0,80±0,01 99,3
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data



407

Модификация методики определения цинка в инсулинах методом атомно-абсорбционной спектрометрии
Ерина А.А., Щукин В.М., Хорольская Е.А., Кузьмина Н.Е. 

Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2023. Vol. 13, No. 3

Стабилизация пламени обеспечивает равномер-
ность образования атомного пара и является 
решающим фактором, определяющим правиль-
ность, сходимость и повторяемость результатов 
атомно-абсорбционного анализа [26]. Этот па-
раметр не установлен фармакопейными требо-
ваниями, поэтому выбор времени стабилизации 
пламени был одним из важных этапов данного 
исследования. На рисунке 1 представлен график 
зависимости RSD результата измерения концен-
трации цинка в трех стандартных растворах (0,2, 
0,8 и 1,6 ppm) от времени стабилизации пламени.

Показано, что время стабилизации пламени 
больше 10 с не приводит к существенному сни-
жению значений RSD результатов определения 
концентрации цинка в растворах, при этом вре-
мя эксперимента увеличивается.

Модифицированную методику использовали 
для определения содержания цинка в испытуемых 
образцах инсулина. Правильность результатов из-
мерения оценивали относительно референсных 
значений, за которые в соответствии с требовани-
ями ЕАЭС8 принимали результаты измерения, по-
лученные по фармакопейной методике9 с исполь-
зованием соляной кислоты (табл. 2).

Значение RSD результатов измерений цинка 
во всех испытуемых образцах (табл. 2) состав-
ляет не более 2,5%. Правильность модифициро-
ванной методики удовлетворяет требованиям 

Фармакопеи ЕАЭС к методикам количествен-
ного определения с использованием атомно- 
абсорбционной спектрометрии (90–110%)10. 
Следовательно, замена хлороводородной 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / Figure is 
prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Зависимость относительного стандартного от-
клонения результата измерения содержания цинка в стан-
дартных растворах с концентрацией 0,2, 0,8 и 1,6 ppm от 
времени стабилизации пламени

Fig. 1. Relative standard deviation between the results of zinc 
quantification in standard solutions with a concentration of 0.2, 
0.8, and 1.6 ppm as a function of flame stabilisation time
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Таблица 2. Результаты определения цинка в различных типах инсулина с использованием фармакопейной и модифицированной 
методик

Table 2. Results of zinc quantification in various insulins using pharmacopoeial and modified methods

Международное непатентованное 
наименование, дозировка препарата

Наименование 
образца

Фармакопейная методика 
(пробоподготовка с HCl)

Модифицированная методика 
(пробоподготовка с HNO3)

Концентрация цинка, 
мг/л (RSD, %)

Концентрация 
цинка, мг/л (RSD, %)

Правильность, 
%

Суспензии для подкожного введения

Инсулин двухфазный человеческий 
генно-инженерный, 100 МЕ/мл

Образец 1 19,6±0,7 (0,38) 19,8±0,2 (0,12) 101,17

Образец 2 20,7±0,3 (0,16) 20,6±3,2 (1,70) 99,52

Образец 3 20,6±0,3 (0,64) 20,4±0,4 (0,83) 98,98

Образец 4 19,4±6,7 (3,84) 18,6±0,8 (0,48) 95,86

Инсулин-изофан человеческий 
генно-инженерный, 100 МЕ/мл

Образец 5 23,9±0,7 (0,32) 24,5±1,4 (0,61) 102,56

Образец 6 24,7±0,7 (0,31) 25,0±1,2 (0,55) 100,93

Образец 7 14,5±1,9 (1,45) 14,3±2,1 (1,66) 98,76

Инсулин лизпро двухфазный,  
100 МЕ/мл Образец 8 25,1±0,6 (0,97) 25,4±0,8 (1,31) 100,55

8 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113 «Об утверждении Руководства по валида-
ции аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств».

9 ОФС.1.2.3.0018.15 Определение цинка в инсулине. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
10 ОФС 2.1.2.22. Атомно-абсорбционная спектрометрия. Фармакопея Евразийского экономического союза. Т. I. Ч. 1. 2023.
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кислоты на азотную не оказывает существенно-
го влияния на результат измерения.

Заключение
В ходе проведенного исследования была мо-
дифицирована методика определения цинка 
в инсулине, позволяющая проводить определе-
ние этого элемента в различных лекарственных 
формах инсулина без использования прекурсо-
ров наркотических веществ. Показано, что рас-
хождение результатов, полученных с помо-
щью фармакопейной и модифицированной 

методик, не превышает 1,5% для субстан-
ций, 4,5% для суспензий, 5,0% для растворов 
для внутривенного и подкожного введения. 
Средняя погрешность результата определения 
цинка с помощью модифицированной методи-
ки при сравнении с референсным значением 
составляет 0,4%. Рекомендуется включить мо-
дифицированную методику в качестве альтер-
нативной в ОФС.1.2.3.0018.15 «Определение 
цинка в препаратах инсулина» ГФ РФ после 
проведения полного цикла валидационных ис-
пытаний.
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