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РЕЗЮМЕ 
Для обеспечения качества фармацевтической субстанции, а также готовых лекарственных средств в процессе разработки, оптимиза-

ции и при смене процесса необходимо тщательно контролировать один из его важнейших показателей – примеси. Ртуть является тяжелым 
металлом, который может попадать в организм с морепродуктами и гидробионтами, поэтому субстанции, получаемые из продуктов мор-
ских биоценозов, могут содержать в качестве примеси ртуть. Важно проводить не только качественный анализ, но и найти эффективный 
количественный анализ лекарственных препаратов, содержащих ртуть, на всех стадиях производственного процесса. Целью данной рабо-
ты явился литературный обзор методов определения ртути в биологических объектах. В статье представлены данные по существующим 
современным методам определения ртути как одного из токсических элементов, содержащихся в субстанциях органического происхож-
дения и источниках фармацевтического производства, в том числе на основе протамина и способных к аккумулированию. Проведенный 
обзор литературы показал, что для определения содержания примесей ртути в источниках фармацевтического производства используют-
ся фармакопейный (экстракционно-фотоколориметрический метод с использованием дитизона), спектрофотометрические (в т.ч. атомно-
абсорбционная спектрометрия с беспламенной атомизацией – метод «холодного пара»), хроматографические (преимущественно высоко-
эффективная жидкостная хроматография) и электрохимические (в т.ч. вольтамперометрический анализ) методы.
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SUMMARY
To ensure the quality of a pharmaceutical substance and ready-made drugs during development and optimization processes and a process 

change, it is necessary to carefully control one of its most important indices – impurities. Mercury is a heavy metal that can enter the body with 
seafood and hydrobionts, so the substances derived from marine biocenosis products may contain mercury as an impurity. It is important not 
only to carry out a qualitative analysis, but also to find an effective quantitative analysis of mercury-containing drugs at all stages of a production 
process. The aim of this investigation was to review the literature on methods for determining mercury in biological objects. The paper presents 
data on existing up-to-date methods to determine mercury, as one of the toxic elements that can accumulate and is contained in organic 
substances, as well as in pharmaceutical production sources, including those based on protamine. The review of the literature has shown that 
pharmacopoeial (dithizone extraction/photocolorimetry), spectrophotometric (including flameless or cold vapor atomic absorption spectrometry), 
chromatographic (mainly high performance liquid chromatography) and electrochemical (including voltammetric analysis) techniques are used 
to measure mercury as an impurity in the sources of pharmaceutical production.

Key words: mercury, determination methods, spectrometry, chromatography, voltamperometry, protamine.

For reference: Kim N.O., Ivanovskaya E.A. Methods for determining mercury in biological objects. Farmatsiya, 2020; 69 (3): 5–10. https://
doi.org/10/29296/25419218-2020-03-01



Обзор

6 2020, т. 69, №3ФармацияФармация

Выпуск готовой продукции, ее физические 
характеристики и химическая чистота 

имеют большое значение в производстве фарма-
цевтических субстанций, в том числе в разработ-
ке лекарственной формы и производстве готового 
лекарственного препарата (ЛП). Ртуть относится 
к наиболее токсичным химическим элементам, 
контролируемым объединенной комиссией Про-
довольственной и сельскохозяйственной органи-
зации ООН (Food and Agriculture Organization) ВОЗ 
согласно пищевому стандарту Кодекса безопасно-
сти пищевых продуктов международной торгов-
ли продуктами питания. Оценка качества лекар-
ственного сырья на современном уровне требует 
определения не только традиционных фармако-
пейных количественных показателей, но и со-
держания в нем токсикантов, в том числе ртути, 
с использованием унифицированных, чувстви-
тельных и достаточно простых методик.

Определение элемента при проведении каче-
ственного анализа субстанции в чистом раство-
ре или другом объекте, не содержащем других ве-
ществ, осуществляется относительно просто. Но 
когда целевой компонент находится в смеси или 
в соединении с другими элементами анализиру-
емой системы, как это бывает практически всег-
да, его определение значительно усложняется [1]. 
Многочисленные количественные методы опре-
деления массовой доли различных химических 
элементов ведут к ошибочным результатам из-за 
искажения результатов определений других ком-
понентов. В таких случаях качественный анализ, 
устанавливающий содержание определенных со-
ставных частей в пробе, является необходимым 
условием [2]. Поэтому развитие комплексного 
подхода к решению задачи, связанной с выявле-
нием и идентификацией форм элементов, в том 
числе ртути, в биологических объектах и создан-
ных на их основе ЛП, является актуальной зада-
чей современной аналитической химии. Повы-
шенный интерес к проблеме определения ртути 
в объектах окружающей среды вызван ее высо-
кой способностью к миграции и биоконцентри-
рованию.

Вещественный анализ химических форм рту-
ти, как и других металлов, может быть экзоген-
ным и эндогенным. К экзогенным формам ана-
лиза ртути относят ее неорганические формы и 
металлоорганические соединения, образовавши-
еся еще до поступления в живые организмы и не 
претерпевшие при этом последних существен-
ных изменений. Токсичные эндогенные формы 
ртути поступают к человеку с морепродуктами и 

гидробионтами, образуясь в результате деятель-
ности живых клеток и трансформации экзоген-
ных форм при взаимодействии с макромолеку-
лами (протеинами, аминокислотами и другими 
биологическими структурами), а также низкомо-
лекулярными органическими лигандами [3]. 

К классу низкомолекулярных аргинин-бога-
тых ядерных белков, ассоциирующихся с ДНК, 
относятся протамины. Истинные протамины – 
это, как правило, короткие белки (50–110 ами-
нокислот), которые могут содержать до 70% ар-
гинина. В фармации применяют субстанции из 
рыбных протаминов сальмина и клупина. Имен-
но протамины являются единственными на се-
годняшний день препаратами, используемыми 
в медицинской практике для нейтрализации ге-
парина. Эти белки также нашли широкое приме-
нение в качестве высокоэффективных добавок 
при лечебном питании и пролонгаторов дей-
ствия ряда ЛП, в частности, инсулина [4]. Инфор-
мация, полученная о протаминовом семействе 
ДНК-связывающих белков за последние два деся-
тилетия, начинает оказывать влияние на несколь-
ко очень разных областей будущих исследований 
в области репродуктивной биологии, эволюцион-
ной биологии, генной терапии и нанотехнологий 
[4]. Таким образом, можно акцентировать внима-
ние на важности использования протамина в ме-
дицине и колоссальных перспективах данного ЛП 
как в профилактике, так в диагностике и терапии 
многих заболеваний, которые на сегодняшний 
день считаются трудно поддающимися лечению 
либо вовсе неизлечимы. Но в соответствии с со-
временными представлениями, оценка безопас-
ности ЛП органического происхождения долж-
на учитывать все потенциальные факторы риска, 
специфичные для данной группы ЛП.

Среди экстракционных реакций для иссле-
дования биологического материала на ртуть до-
статочно широко используется дитизон [5]. Экс-
тракционно-фотоколориметрический метод, 
основанный на использовании при определе-
нии ртути дитизона для количественного опреде-
ления данного элемента в биологических объек-
тах и лекарственном растительном сырье, указан 
как один из основных в Европейской Фармако-
пее, Государственной фармакопее РФ XIII изда-
ния (ОФС.1.2.2.2.0005.15 «Ртуть»), Международ-
ной Фармакопее (4. Methods for material of plant 
origin» «2.2.3 Limit test for heavy metals»), Фармако-
пее США (30, НФ 25 «Dietary supplements», <231> 
Heavy metals) [6]. Метод основан на образовании 
нерастворимого в воде, но растворимого в орга-
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нических растворителях желто-оранжевого ком-
плекса ртуть(II)-иона с дитизоном.

Достоинством дитизона как реагента на ртуть 
является его высокая чувствительность и доста-
точно высокая избирательность. Но при опре-
делении ртути с помощью дитизона достаточно 
большое влияние на правильность определения 
оказывает присутствие различных ионов в рас-
творе. Показано влияние ионов Сl при концентра-
ции >0,2 N на определение ртути в виде Hg(HDz). 
Чтобы уменьшить это влияние, рекомендуется 
понизить концентрацию свободной серной кис-
лоты (до <1 N). При pH 1–2 ртуть можно количе-
ственно экстрагировать при предельном соотно-
шении Hg (II): Сl=1:105 [7].

Недостатком дитизона как реагента на ртуть 
является легкая окисляемость его не только в ще-
лочной, но и в кислой среде под влиянием окис-
лителей и прямого солнечною света. При этом 
образуются продукты окисления дитизона (ди-
фенилкарбодиазон и др.), окрашенные в желтый 
цвет и растворимые в четыреххлористом углеро-
де и хлороформе. Не только окраска, но и макси-
мум их поглощения (390–170 нм) лежит близко 
к однозамещенному дитизонату ртути (485 нм). 
В связи с этим недостатком для замены дитизона 
было синтезировано более 70 его аналогов, но ни 
один из них не нашел такого широкого примене-
ния, как дитизон.

Реакция образования однозамещенного дити-
зоната ртути в условиях исследования биологиче-
ского материала является специфичной. Но при 
количествах ртути менее 0,005 мг окраска одноза-
мещенного дитизоната ртути в хлороформе и че-
тыреххлористом углероде имеет желтовато-оран-
жевый цвет и может вызвать сомнение, так как 
подобную окраску экстракта могут дать продук-
ты окисления дитизона при несоблюдении усло-
вий работы. При сомнительной окраске экстрак-
та дитизоната ртути в 1962 г. А.Н. Крыловой было 
предложено производить поверочную реакцию на 
ртуть с этим экстрактом. Экспериментальная про-
верка данной методики показала, что наилучши-
ми реагентами для разложения дитизоната ртути 
являются 0,25% раствор йода в 0,3% растворе йоди-
да калия и 1,5% раствор тиосульфата натрия в 1 н 
растворе хлористоводородной кислоты.

Колориметрический метод достаточно дли-
телен и трудоемок, требует приготовления и ис-
пользования большого количества реактивов и 
связан с необходимостью обеспечения безопас-
ности в работе, т.к. данным методом выполня-
ются исследования ртутьсодержащего органиче-

ского соединения. Показатели повторяемости и 
воспроизводимости результатов анализа, коло-
риметрическим методом не всегда удовлетворя-
ют требованиям, что приводит к необходимости 
проведения дополнительных аналитических ис-
следований.

В литературе приводятся данные по опреде-
лению ионов металлов с использованием сфери-
ческих наночастиц серебра. В работе A. Castillo 
описано использование наночастиц серебра для 
спектрофотометрического определения ртути [8]. 
Дополнительную информацию о спектрофото-
метрических методах определения ртути можно 
найти в обзоре А. Башилова [9].

В большинстве случаев определение ртути 
основано на образовании ионных и(или) коор-
динационных связей между ионами металла и 
модификаторами наночастиц, поэтому выбор мо-
дификатора играет важную роль в регулирова-
нии чувствительности и селективности определе-
ния. В качестве спектрофотометрического метода 
определения ртути, согласно ГФ РФ, использует-
ся метод атомно-абсорбционной спектрометрии 
с беспламенной атомизацией (метод «холодного 
пара») [10]. Метод основан на специфической осо-
бенности ртути образовывать пар в элементарном 
состоянии при комнатной температуре [11]. Из 
ряда других инструментальных средств этот ме-
тод отличается редким сочетанием достоинств – 
предел обнаружения низких концентраций эле-
мента, высокая селективность, возможность 
определения большого количества элементов, хо-
рошая воспроизводимость, минимально необхо-
димый объем пробы, сравнительно небольшая 
стоимость оборудования [12]. Это привело к тому, 
что в настоящее время атомно-абсорбционная 
спектрометрия является основным, а часто и ар-
битражным методом при определении содержа-
ния металлов в объектах окружающей среды.

В отличие от большинства химических ме-
тодов атомно-абсорбционная спектрометрия об-
ладает очень высокой селективностью опреде-
ления [13]. Поэтому практически не требуется 
отделение сопутствующих элементов, поскольку 
их присутствие обычно не вызывает заметной 
систематической погрешности при определении 
содержимого анализируемого элемента. К недо-
статкам метода «холодного пара» следует отне-
сти необходимость проведения многостадийной 
и зачастую, трудоемкой процедуры пробоподго-
товки для обеспечения полноты выхода ртути. 
Недостатком данного метода является также не-
обходимость борьбы с эффектом «памяти» и ма-
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тричных влияний в реакционном сосуде, комму-
никациях и в аналитической кювете [14]. Этот 
метод применим в том случае, когда ртуть нахо-
дится в неорганической форме. В случае органи-
ческих субстанций, когда ртуть может входить 
в состав органических соединений, необходима 
минерализация последних.

В результате проведенных исследований [15, 
16] выявлено, что при фармакопейном методе ми-
нерализации фармацевтических субстанций про-
исходит практически полная потеря ртути. Из-за 
недостатков существующего фармакопейного ме-
тода определения тяжелых металлов для их ко-
личественного определения в субстанциях требу-
ется другой способ пробоподготовки. В качестве 
одного из наиболее перспективных предложен 
метод микроволновой минерализации в закры-
тых сосудах, что позволяет значительно увели-
чить выход определяемого элемента.

Метод атомной абсорбции холодных паров 
обладает высокой чувствительностью и селектив-
ностью за счет отгонки паров элементной рту-
ти от матрицы пробы. В то же время в работе 
Н.Б. Иваненко с соавт. [1] указано, что из-за невы-
сокой производительности данные методы усту-
пают место методу масс-спектрометрии с индук-
тивно связанной плазмой (ICP-MS). 

Метод ICP-MS был разработан и развивался од-
новременно в трех странах: США (Ames Laboratory 
и университет штата Айова, США), Канаде (фир-
ма Sciex), Великобритании (Университет Surrey) 
[16]. Сопряжение источника ионов на основе IСР 
и масс-анализатора квадрупольного типа позво-
лило создать прибор, обеспечивающий элемент-
ный и изотопный анализ растворов с пределом 
обнаружения до 0,05 н г/м л для многих элемен-
тов. В РФ в 2003 г. утверждены и введены в дей-
ствие МУК 4.1.1483-03 по определению содержа-
ния химических элементов, в том числе ртути, 
в биосубстратах методом ИСП-МС. Данный ме-
тод является одним из передовых методов в обла-
сти элементного анализа. Количественный ИСП-
МС анализ позволяет проводить одновременное 
определение более 70 элементов в широком диа-
пазоне концентраций, вплоть до 10–6 масс.%.

Вместе с тем при количественном определе-
нии ртути методом ИСП-МС возникают некото-
рые трудности, обусловленные физико-химиче-
скими свойствами рассматриваемого элемента. 
Высокая летучесть ртути определяет необходи-
мость консервирования образца на стадии от-
бора пробы. Ртуть также обладает очень высо-
ким потенциалом ионизации (10,44 эВ), что при 

масс-спектрометрическом анализе существен-
но ограничивает эффективность ее ионизации 
в плазме и приводит к низкой чувствительно-
сти метода. Кроме того, существенное затрудне-
ние вызывает «эффект памяти». Данное мешаю-
щее влияние объясняется плохой смываемостью 
остаточных количеств ртути на подающих путях 
масс-спектрометра, распылительной камере и го-
релке, деталях интерфейса [7].

Наиболее предпочтительным методом раз-
деления для анализа объектов, которые не об-
ладают достаточной летучестью и термической 
устойчивостью, является высокоэффективная 
жидкостная хроматография (ВЭЖХ). Большин-
ство металлорганических соединений, встречаю-
щихся в природе, требуют при проведении ВЭЖХ 
предварительной дериватизации с целью получе-
ния летучих производных. Для разделения хими-
ческих веществ, обладающих высокой, средней 
летучестью и термической стабильностью приме-
няется газовая хроматография. На практике при 
определении металлорганических соединений 
в качестве детекторов используют атомно-эмис-
сионные спектрометры с микроволновой плаз-
мой (МП-АЭС). В редких случаях при определении 
химических форм ртути применяют ААС и АФС. 
При необходимости проведения многоэлементно-
го детектирования предпочтение отдается мето-
ду ионной хроматографии и масс-спектрометрии 
(ИСП-МС) [17].

Для идентификации форм связывания ртути 
применяют метод ВЭЖХ с детектированием ме-
тодом масс-спектрометрии с ионизацией элек-
трораспылением [18], а также ВЭЖХ ИСП-МС для 
подтверждения результатов. При этом предва-
рительно изучают масс-спектры реперных сое-
динений ртути с пептидами, которые, как пра-
вило, синтезируются непосредственно перед 
анализом ввиду их быстрого окисления кисло-
родом воздуха.

ВЭЖХ – один из эффективных методов анали-
за и разделения сложных примесей. Так, напри-
мер, примеси тяжелых металлов морепродуктов 
разделяют с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ 
(ОФ ВЭЖХ), где подвижной фазой является цисте-
ин (т.к. в рыбе метилртуть связана в комплекс с 
цистеином или соединением подобным цистеину 
по составу), используя колонку С-18 (при комнат-
ной температуре) и детектируют с помощью масс-
спектрометрии с индуктивно связанной плазмой. 
Общую ртуть вычисляют суммированием метилр-
тути и неорганической ртути, определенных в 
вытяжках [30]. Для морепродуктов, содержащих 
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0,055–2,78 мг/кг метилртути и 0,014–0,137 мг/кг 
неорганической ртути, точность анализа состав-
ляет 0,5% (относительное стандартное отклоне-
ние) для метилртути и для неорганической ртути – 
9%. Извлечение суммарного аналита составляет 
94% для метилртути и 98% для неорганической 
ртути. Результаты по метилртути и неорганиче-
ской ртути в эталоне согласованы с аттестован-
ными значениями. Предел обнаружения в мо-
репродуктах соствляет 0,007 мг/кг метилртути и 
0,005 мг/кг неорганической ртути [18, 19].

На данный момент опубликован ряд методик 
определения многих субстанций и элементов в 
различных объектах с использованием электро-
химических методов – полярографии, потенцио-
метрии, постояннотоковой и дифференциально-
импульсной вольтамперометрии на различных 
материалах индикаторных электродов, в том чис-
ле на электродах, в состав которых входят кати-
онные красители, способные образовывать ком-
плексы с некоторыми веществами [20, 21].

В последнее время широкое применение в 
аналитической химии получил вольтампероме-
трический анализ, который представляет собой 
группу электрохимических методов анализа, где 
используют процессы поляризации микроэлек-
трода и получают поляризационные (вольтампе-
рометрические) кривые зависимости силы тока 
от напряжения. Во многих публикациях отраже-
ны результаты использования метода вольтам-
перометрии в аналитической химии лекарствен-
ных субстанций и препаратов [22].

Разработан метод импульсной инверсион-
ной хронопотенциометрии, с помощью которо-
го определяют концентрацию тяжелых метал-
лов с отрицательным (Pb, Cu, Zn, Cd, Sn, Ni, Co, 
Fe, Mn) и положительным (Hg, As) потенциалами 
инверсии. Исследование проводится электрохи-
мическим концентрированием на измеритель-
ном электроде ионов из раствора, а затем выпол-
нением измерения потенциалов их растворения 
во времени (инверсии) по заданному сопротивле-
нию в окислительной цепи. Для измерения кон-
центрации ионов металлов с положительным по-
тенциалом инверсии, к которым относится Hg2+, 
условием завершения количественного процес-
са растворения анализируемого металла, являет-
ся значение напряжения растворения. В работе 
во время измерения ртути по данным некоторых 
исследований [21, 24] использовали электрохими-
ческую ячейку с золотым твердотельным измери-
тельным электродом и сравнительным хлорсере-
брянным. Данный импульсный метод позволяет 

обрабатывать электрохимический сигнал как в 
отрицательном, так и в положительном диапазо-
не потенциалов [23].

Заключение
Таким образом, наиболее перспективным 

представляется применение комбинированных и 
электрохимических методов выявления ртути, в 
биологических объектах и созданных на их осно-
ве ЛП, которые позволяют устанавливать зоны ло-
кализации аналита и исследовать вещественный 
состав соединений, образующихся в объектах жи-
вой природы. Это связано в первую очередь с тем, 
что такие методы, как спектрофотометрия в уль-
трафиолетовой области, рефрактометрия, хрома-
тография в ряде случаев являются многостадий-
ными и долговременными и требуют применения 
малодоступных реактивов и дорогостоящей аппа-
ратуры. Наряду с этим ведется разработка элек-
трохимических методов анализа, позволяющих 
повысить экспрессность и точность анализа по 
сравнению с указанными методами.
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