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Для обеспечения единства измерений и обеспечения метрологической прослеживаемости 
результатов измерений в сфере государственного регулирования обеспечения единства измерений, 
в том числе в сферах здравоохранения и фармацевтики, необходимы стандартные образцы состава, 
свойств и структуры веществ. В настоящее время в Федеральном информационном фонде Российской 
Федерации насчитывается примерно 9000 стандартных образцов, среди которых только около 30 
стандартных образцов предназначены для применения в фармацевтике и медицине. Этого количества 
явно недостаточно для полноценного метрологического обеспечения указанных областей. В настоящей 
статье описаны основные этапы и результаты исследований по разработке стандартных образцов 
состава исходных фармацевтических субстанций амфотерицина Б, натамицина, оливомицина А. 
Идентифицированы основные вещества созданных стандартных образцов. Определены массовые 
доли родственных соединений, остаточных органических растворителей и неорганических примесей 
(катионов железа и тяжелых металлов). Результаты работ использованы при утверждении 
типов стандартных образцов состава исходных фармацевтических субстанций амфотерицина Б, 
натамицина, оливомицина А.
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МЕДИЦИНСКИЕ И БИОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕРЕНИЯ

Введение. Стандартный образец (СО) – материал, до-
статочно однородный и стабильный в отношении определен-
ных свойств для того, чтобы использовать его при измерении 
или при оценивании качественных свойств в соответствии с 
предполагаемым назначением [1]. Стандартные образцы 
(СО) используются в различных сферах государственного ре-
гулирования в области обеспечения единства измерений для 
передачи размера величины, калибровки, поверки средств 
измерений, аттестации и валидации методик измерений. На-
пример, с помощью СО проводят калибровку и поверку таких 
приборов количественного анализа, как анализаторы биоло-
гических проб, биохимические анализаторы, анализаторы 
электролитов и газов крови, масс-спектрометры, хромато-
масс-спектрометры для измерений массовой концентрации 
анализируемого соединения в биологических пробах, фар-
мацевтических субстанциях, для определения молекуляр-
ных масс пептидов и белков и т. д.

Полученные с использованием СО результаты количе-
ственных измерений содержания различных веществ в биоло-
гическом материале (жидкостях и тканях организма человека), 
применяются для диагностики заболеваний, экспертных иссле-
дований в процессе выполнения судебно-медицинских экспер-
тиз, а также освидетельствования граждан. Все результаты 
должны соответствовать положениям Федерального закона  
от 21 ноября 2011 № 323-ФЗ «Об основах охраны здоровья 
граждан в Российской Федерации» и стандарта ГОСТ 31886-
2012 «Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP)».

Выполнение количественных измерений в фармацев-
тике необходимо для установления соответствия лекар-
ственных средств Государственной фармакопее РФ XIV из-
дания, 2018 г.: ОФС.1.1.0007.18 «Стандартные образцы», 
ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических методик», 
ОФС.1.4.1.0001.15 «Лекарственные формы», в рамках вы-
полнения Федерального закона от 12 апреля 2010 года 
№ 323-ФЗ «Об обращении лекарственных средств» и стан-
дарта ГОСТ Р 52249-2009 «Правила производства и контро-
ля качества лекарственных средств (GMP)».

Согласно ГОСТ ISO 17511-2011 «Измерение величин 
в биологических пробах. Метрологическая прослеживае-
мость значений, приписанных калибраторам и контроль-
ным материалам» результаты количественных измерений 
должны прослеживаться к наивысшему доступному уровню 
иерархии калибровки –  национальным эталонам или пер-
вичным референтным методикам измерений, а измерения 
должны выполняться по аттестованным методикам и с при-
менением СО утверждённых типов.

Стандартные образцы состава антибиотиков ам-
фотерицина Б, оливомицина А, натамицина. С приме-
нением существующих СО утверждённых типов (около 30 
штук), которые могут применяться в сферах здравоохра-
нения и фармацевтики, невозможно метрологически обес-
печить измерения, проводимые в указанных областях. При 
этом в мире существует более 600 таких зарубежных СО 
(Каталоги стандартных образцов: Института эталонных
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материалов и измерений Объединённо-
го исследовательского центра Европей-
ской комиссии – IRMM 2015 [сайт]. URL: 
https://ec.europa.eu/jrc/sites/jrcsh/files/
rm_catalogue.pdf, Национального инсти-
тута стандартов и технологий США – 
NIST 2018 [сайт]. URL: https://nvlpubs.nist.
gov/nistpubs/SpecialPublications/NIST.
SP.260-176-2018.pdf, Всемирной органи-
зации здравоохранения – WHO [сайт]. 
URL: https://www.who.int/bloodproducts/
catalogue/en/, Национального институ-
та метрологии Китая – NIM [сайт]. URL: 
https://en.nim.ac.cn/taxonomy/term/122, 
База данных стандартных образцов 
высшего порядка, методик измерений/
метрологических процедур и услуг Объ-
единённого комитета по прослеживаемо-
сти в лабораторной медицине – JCTLM 
[сайт]. URL: https://www.bipm.org/jctlm/). 
В последние годы активно ведутся рабо-
ты по разработке и утверждению новых 
СО. В рамках выполнения опытно-кон-

Подлинность действующего вещества устанавливали при 
сравнении спектра исследуемого образца со спектрами, опубли-
кованными в работах [6–9]. Пики в сравниваемых спектрах со-
впали по положению. Применение методов масс-спектрометрии 
позволило определить молекулярную массу соединения по ио-
ну-предшественнику, что в сочетании с использованием библи-
отек спектров и данных ЯМР-спектроскопии дало возможность 
однозначно установить химическую структуру.

Для анализа использовали масс-спектрометры высокого 
разрешения (HR MS) с ионизацией электрораспылением [10, 
11] и вводом пробы с предварительным разделением на вы-
сокоэффективном жидкостном хроматографе [12–14]. Полу-
ченные масс-спектры (рис. 2) сравнивали с опубликованными 
спектрами, по результатам сравнения подтверждались хими-
ческие брутто-формулы.

Рис. 1. 1Н ЯМР-спектр амфотерицина Б (ДМСО-d6)

Fig. 1. Amphotericin B (DMSO-d6) 1Н NMR spectrum

структорских работ по теме «Биоаналитика» для обеспечения 
метрологической прослеживаемости результатов измерений 
состава фармацевтических субстанций сотрудниками ВНИИМС 
совместно со специалистами НИИ по изысканию новых антибио-
тиков им. Г. Ф. Гаузе были созданы и испытаны (для целей утверж-
дения типа) СО состава фармацевтических субстанций (антибио-
тиков) амфотерицина Б [2, 3], оливомицина А [4], натамицина [5].

Использованные для изготовления СО материалы отно-
сятся к категории чистых веществ, что подтверждено серти-
фикатами изготовителей. Аттестованные значения СО анти-
биотиков установлены косвенным методом, включающим 
измерения концентрации примесей и вычисления содержа-
ния основного компонента с предварительной идентифика-
цией основного вещества и примесей.

Идентификация и подтверждение химической структу-
ры основного вещества СО. Для идентификации и подтверж-
дения химической структуры основного вещества применяли 
методы спектрометрии ядерного магнитного резонанса (ЯМР). 
Подтверждение химической структуры основных веществ, а 
также измерения массовой доли сопутствующих примесей 
(родственных соединений) проводили методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием при ионизации электрораспылением. 

Идентификацию на основе ЯМР-анализа проводили в 
соответствии с Общей фармакопейной статьёй Государ-
ственной фармакопеи РФ ОФС.1.2.1.1.0007.15. Испытывае-
мые образцы растворяли в DMSO-d6, отношение сигналов 
определяли относительно сигналов растворителя DMSO-d6. 
Спектры регистрировали при частотах 400 и 100 МГц соот-
ветственно для изотопов водорода 1Н (рис. 1) и углерода 13С.

Погрешность идентификации определялась погрешно-
стью (стандартной неопределённостью u(ਝ)) интегрирова-
ния сигнала и зависела от соотношения сигнал–шум (S/N):

Рис. 2. Масс-спектр высокого разрешения амфотерицина Б, полученный 
при ионизации электрораспылением (HRMS ESI)

Fig. 2. Amphotericin B High Resolution Mass Spectrum (HRMS ESI)
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Дополнительно были получены ультрафиолетовые (УФ) 
(рис. 3) и инфракрасные (ИК) (рис. 4) спектры веществ. ИК-
спектр был получен на ИК-Фурье-спектрометре [15], УФ-
спектр – на УФ-спектрофотометре [16] в соответствии с ме-
тодом, изложенным в Государственной фармакопее РФ XIII, 
Ч. 1, ОФС.1.2.1.1.0003.15 «Спектрофотометрия в УФ и види-
мой областях».

Массовые доли родственных соединений измеряли на вы-
сокоэффективном жидкостном хроматографе, оснащённом 
градиентным насосом и спектрофотометрическим детекто-
ром. Полученные данные обрабатывали с использованием 
программного обеспечения хроматографа.

Содержание wp. c характеристической примеси родствен-
ных соединений в субстанции вычисляли формуле 

где Sх – площадь пика характеристической примеси на хро-
матограмме испытываемого раствора; Sобщ – сумма площа-
дей всех пиков на хроматограмме испытываемого СО.

Измерения массовой доли wо. п органических примесей 
(воды, остаточных органических растворителей и летучих 
органических соединений) были проведены в двух лабора-
ториях методом определения потери в массе при высушива-
нии (см. ОФС.1.2.1.0010.15). Расчёт выполняли по формуле

где m2, m3 – массы бюкса с испытываемым СО соответ-
ственно до и после высушивания; m1 – масса бюкса, до-
ведённого до постоянного значения массы.

Рис. 3. УФ-спектр 0,001 % мг/мл 
раствора натамицина в метаноле:
1 – λ=375,00 нм, А=0,0232 о. е. п.; 
2 – λ=317,80 нм, А=1,6545 о. е. п.; 
3 – λ=303,20 нм, А=1,7881 о е. п.; 
4 – λ=290,40 нм, А=1,1669 о. е. п.; 
5 – λ=279,60 нм, А=0,6127 о. е. п.

Fig. 3. UV spectrum of a 0,001 % mg/ml 
natamycin solution in methanol:

1 – λ=375,00 nm, А=0,0232 a. u.; 
2 – λ=317,80 nm, А=1,6545 a. u.; 
3 – λ=303,20 nm, А=1,7881 a. u.; 
4 – λ=290,40 nm, А=1,1669 a. u.; 
5 – λ=279,60 nm, А=0,6127 a. u.

Рис. 4. ИК-спектр оливомицина А; λmax: 3425; 2976; 2936; 2878; 1730; 1634; 1580; 1512; 1445; 1371; 1319; 1239; 1198; 1168; 1119; 1147; 
1061; 1028; 1007; 940; 905; 843; 808; 759 см–1

Fig. 4. IR spectrum of olivomycin A; λmax: 3425; 2976; 2936; 2878; 1730; 1634; 1580; 1512; 1445; 1371; 1319; 1239; 1198; 1168; 1119; 1147; 
1061; 1028; 1007; 940; 905; 843; 808; 759 cm–1
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Суммарные массовые доли wн. п неорганических приме-
сей (катионов железа и тяжёлых металлов) измеряли мето-
дом определения содержания сульфатной золы:

где m1 – масса испытываемого СО фармацевтической суб-
станции; m2 – масса платинового тигля с остатком фарма-
цевтической субстанции после прокаливания и охлажде-
ния; mт – масса платинового тигля.

Процентное содержание остатка соответствует суммар-
ной массовой доле неорганических примесей.

Определение элементного состава неорганических примесей 
проводили методом рентгенофлуоресцентной спектрометрии. 

Массовую долю основного компонента получали вы-
читанием массовых долей примесей из 100 %. Массовую 
долю wо. к основного компонента находили косвенным мето-
дом по формуле согласно РМГ 55-2003 «ГСИ. Стандартные 
образцы состава чистых органических веществ. Методы ат-
тестации. Основные положения»:

Аттестуемое вещество может быть квалифицировано 
как «чистое» в случае 

Оценивание неопределённостей измерения массовых 
долей основного вещества СО и примесей. Так как при изме-
рениях используются несколько принципиально разных мето-
дов, неопределённость измерений оценивали по максималь-
ному уровню. Расширенную неопределённость измерения 
массовой доли основного компонента вычисляли по формуле

где uпр – стандартная неопределённость измерения массо-
вой доли суммы примесей; uнс, uнд, – стандартные неопре-
делённости, обусловленные соответственно нестабильно-
стью и неоднородностью материала.

Стандартные неопределённости uнс, uнд определяли со-
гласно разделам 5, 6 рекомендаций Р 50.2.058-2007 «ГСИ. 
Оценивание неопределённостей аттестованных значений 
стандартных образцов».

Стандартную неопределённость измерения массовой 
доли суммы примесей вычисляли по формуле

где uр. с, uо. п, uн. п, – неопределённости измерений массо-
вых долей родственных соединений, органических приме-
сей (воды, органических растворителей и летучих органи-
ческих соединений) и неорганических примесей (катионов 
железа и тяжелых металлов) соответственно.

Стандартную суммарную неопределённость измерения 
массовой доли родственных соединений находили как

где uА(wp. c), uВ(wp. c) – неопределённости типа А, В измере-
ний массовой доли родственных соединений.

Неопределённость типа А измерения массовой доли 
родственных соединений вычисляли по формуле

(1)

где wj – j-е измерение массовой доли родственных соеди-
нений антибиотика;  – среднее значение измерений мас-
совой доли родственных соединений антибиотика; n – ко-
личество измерений массовой доли исследуемого образца.

Неопределённость типа В измерения массовой доли 
родственных соединений рассчитывали как

где  – неопределённость измерения абсорбции хро-
матографом;  – неопределённость измерения объёма 
реагентов автоматическими дозаторами;  – неопреде-
лённость измерения массы реагентов;  – неопределён-
ность, связанная с чистотой реагентов;  – неопре-
делённость, обусловленная несовершенством принятого 
метода измерений.

Неопределённость типа А измерений массовой доли 
воды, остаточных органических растворителей и летучих 
органических соединений вычисляли по формуле, анало-
гичной формуле (1). Неопределённость типа В измерений 
массовой доли воды, остаточных органических растворите-
лей и летучих органических соединений находили как

где uB(mо) – неопределённость измерения массы образца; 
uB(Т) – неопределённость измерения температуры в су-
шильном шкафу.

Суммарную стандартную неопределённость рассчиты-
вали по формуле

Неопределённость типа А измерений массовой доли неорга-
нических примесей (катионов железа и тяжелых металлов) нахо-
дили по формуле, аналогичной формуле (1). Неопределённость 
типа В измерений массовой доли неорганических примесей (ка-
тионов железа и тяжелых металлов) вычисляли как

где uB(mо+т) – неопределённость измерения массы образца и 
тигля; uB(Тт) – неопределённость измерения температуры тигля.

Суммарную стандартную неопределённость измерения 
неорганических примесей находили по формуле
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Заключение. Достоверность измерений массовой доли 
созданных СО состава исходных фармацевтических субстан-
ций амфотерицина Б, натамицина, оливомицина А обеспечи-
вается метрологической прослеживаемостью к существующим 
государственным первичным эталонам в области физико-
химических измерений, в том числе к Государственному 
первичному эталону единиц массовой (молярной) доли и 
массовой (молярной) концентрации компонентов в жидких и 
твёрдых веществах и материалах на основе спектральных 
методов ГЭТ 196-2015.

Полученные в результате аттестованные значения массо-
вой доли СО находятся в диапазоне 95,0–99,5 %, а границы 
относительной расширенной неопределённости при довери-
тельной вероятности  и коэффициенте охвата  не 
превышают ±3 %. Разработанные СО состава исходных фар-
мацевтических субстанций – амфотерицина Б, оливомицина А, 
натамицина – являются уникальным продуктом, соответствую-
щим положениям ГОСТ 8.315-97 «ГСИ. Стандартные образцы 
состава и свойств веществ и материалов. Основные положе-
ния» и Государственной фармакопеи РФ XIV издания, 2018 г.
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Reference materials of composition biologically active substances
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To ensure the uniformity of measurements and ensure metrological traceability of the measurement results in the fi eld of ensuring 
the uniformity of measurements state regulation, including in the areas of healthcare and pharmaceuticals, reference materials of the 
composition, properties and structure of substances are needed. Currently, the Federal Information Fund of the Russian Federation 
has approximately 9000 reference materials, among which only about 30 reference materials are intended for use in pharmaceuticals 
and medicine. This amount is clearly not enough for full metrological support of these areas. This article describes the main stages 
and results of research and development of starting pharmaceutical substances reference materials of amphotericin B, natamycin, 
olivomycin A. The main substances of the created reference materials are identifi ed. Mass fractions of related compounds, residual 
organic solvents and inorganic impurities (iron cations and heavy metals) were determined. The results of the work were used to confi rm 
the reference materials types of the starting pharmaceutical substances amphotericin B, natamycin, olivomycin A.

Key words: reference materials, reference materials of composition, amphotericin B, natamycin, olivomycin A.


