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Целью настоящего исследования является разработка методического подхода к 
спектрофлуориметрическому определению билирубина в лекарственных препаратах (ЛП) 
альбумина человека. Наличие полосы испускания с максимумом при длине волны 520 нм в 
спектре флуоресценции свидетельствует о присутствии билирубина в ЛП «Альбуфарм, 
раствор для инфузий 200 мг/мл» (СП ООО «Фармлэнд», Республика Беларусь). Для расче-
та концентрации билирубина использован модифицированный нами метод стандартных 
добавок. Показано, что последовательное внесение добавок билирубина в разбавленный 
в 10 и 20 раз ЛП «Альбуфарм» приводит к увеличению интенсивности флуоресценции, 
обусловленному исключительно возрастанием концентрации свободного билирубина, а не 
связанного с альбумином, так как установлено, что процесс связывания является медлен-
ным. С учетом квантовых выходов флуоресценции свободного и связанного билирубина 
предложена формула для расчета интенсивности флуоресценции связанного билируби-
на. Получены графики линейной зависимости интенсивности флуоресценции связанного 
билирубина от концентрации добавленного билирубина в разбавленном в 10 и 20 раз ЛП 
«Альбуфарм». Концентрация билирубина в ЛП «Альбуфарм» составила 5,26 ± 0,04 мкМ, 
или 0,0154 ± 0,0001 мг/г альбумина. Исходя из литературных данных по содержанию свя-
занного с альбумином билирубина в плазме крови здорового человека (в среднем 0,11 мг/г 
альбумина), можно сделать вывод, что применяемая технология очистки альбумина обе-
спечивает значительное снижение содержания билирубина.

Ключевые слова: лекарственный препарат альбумина человека, билирубин, ко-
личественное определение, флуоресцентная спектроскопия, модифицированный ме-
тод стандартных добавок.

ВВЕДЕНИЕ

Сывороточный альбумин человека 
представляет собой глобулярный белок 
плазмы крови с молекулярной массой 66,5 
кДа. Молекула альбумина образована од-
ной полипептидной цепью, состоящей из 
585 аминокислотных остатков, и включа-
ет три гомологичных домена (I, II и III), 
каждый из которых делится на два субдо-
мена (А и В). Около 68% аминокислотных 
остатков уложены в α-спирали. Стабиль-
ность конформации белковой молекулы 
обеспечивают 17 дисульфидных связей 
[1]. Такая структурная организация альбу-
мина придает отдельным его участкам зна-
чительную подвижность и обусловливает 
способность к обратимому связыванию 

низкомолекулярных веществ для последу-
ющего их транспорта по кровяному руслу 
к органам детоксикации и биотрансфор-
мации. Нарушение транспортной функ-
ции при патогенезе различных заболева-
ний приводит к накоплению в организме 
токсичных метаболитов и развитию эн-
догенной интоксикации [2]. Для лечения 
интоксикационного синдрома в медицин-
ской практике применяют лекарственные 
препараты (ЛП) альбумина человека. При 
этом эффективность детоксикационной 
терапии существенным образом зависит 
от связывающей способности альбумина 
донорской плазмы [3].

В соответствии с требованиями фарма-
копейных статей ФС.3.3.2.0006.18 «Альбу-
мин человека» [4] и 01/2013:0255 «Human 
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Albumin Solution» [5] при получении ЛП 
альбумина человека нормируют предельное 
содержание гемовых пигментов, а не про-
дукта их метаболизма – билирубина (рису-
нок 1, а), который, как известно [6], обла-
дает наибольшим сродством к альбумину 
(константа связывания Kb = 9,5 ∙ 107 М−1) 
среди эндогенных метаболитов. Физиоло-
гическое значение связывания билирубина 
обусловлено его низкой растворимостью 
в водных средах в результате образования 

внутримолекулярных водородных связей 
(рисунок 1, б) и токсичностью в свободном 
состоянии [7]. Авторами работ [8, 9] уста-
новлено, что билирубин предпочтительно 
связывается с аминокислотными остатка-
ми альбумина из субдомена IВ (рисунок 2): 
с Leu115, Phe134, Tyr138, Ile142, Phe149, 
Phe157 и Tyr161 за счет гидрофобных взаи-
модействий, с Tyr138 и Tyr161 за счет водо-
родных связей и с Arg117, Arg186 и Lys190 
за счет ионных взаимодействий. 

Линейная структура (a) и структура с внутримолекулярными водородными связями (б).
Рисунок 1. – Структурная формула билирубина [10]

(а)

(б)

Субдомены альбумина обозначены как IА (1–105 аминокислотные остатки), IВ (106–195); 
IIА (196–297), IIВ (298–383); IIIА (384–497), IIIВ (498–585) [11].

Билирубин представлен пространственной моделью, в которой желтым цветом показаны атомы 
углерода, красным – атомы кислорода, синим – атомы азота.

Рисунок 2. – Третичная структура альбумина, связанного с билирубином [8]
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Следовательно, при получении ЛП 
альбумина человека актуальной задачей 
становится оценка эффективности его 
очистки от билирубина. Поскольку били-
рубин в белковой среде обладает выра-
женными флуоресцентными свойствами 
[12], а флуоресцентная спектроскопия, как 
известно [13], характеризуется высокой 
чувствительностью, то разработка методи-
ческого подхода к спектрофлуориметриче-
скому определению билирубина в ЛП аль-
бумина человека является целью настоя-
щей работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали билирубин 
(Carl Roth, Германия; CAS No. 635-65-4, 
М = 584 г/моль), ЛП «Альбуфарм, рас-
твор для инфузий 200 мг/мл» (СП ООО 
«Фармлэнд», Республика Беларусь) (да-
лее – ЛП «Альбуфарм»), диметилсуль-
фоксид (Димексид-Белмед, РУП «Бел-
медпрепараты», Республика Беларусь) и 
воду очищенную.

Раствор билирубина (3,4 мМ) готови-
ли в диметилсульфоксиде. Концентрацию 
билирубина определяли спектрофотоме-
трически с использованием молярного ко-
эффициента поглощения 63 400 М−1 · см−1 
при длине волны 458 нм [14]. Применяли 
только свежеприготовленный раствор.

Билирубин в белковой среде характе-
ризуется полосой флуоресценции с λmax = 
520 нм [12]. Квантовый выход флуорес-
ценции билирубина существенно зависит 
от микроокружения: в водном растворе ве-
личина квантового выхода составляет 1,0 ∙ 
10−4 [15], а при связывании с альбумином 
наблюдается более чем десятикратное уве-
личение квантового выхода флуоресцен-
ции в среднем до 1,4 ∙ 10−3 [15–18].

Спектры флуоресценции регистри-
ровали на спектрофлуориметре FP-8500 
(Jasco, Япония) в диапазоне длин волн 
480–600 нм при λвозб = 460 нм (ширина ще-
лей 5,0 нм).

Статистический анализ полученных 
результатов выполняли согласно [19] с по-
мощью программы Microsoft Office Excel 
2010.

РЕЗуЛЬТАТЫ И ОбСужДЕНИЕ

Наличие полосы испускания с макси-
мумом при длине волны 520 нм в спектре 
флуоресценции (рисунок 3, спектр 1) свиде-
тельствует о присутствии связанного с бел-
ком билирубина в ЛП «Альбуфарм». После-
довательное внесение раствора билирубина 
в диметилсульфоксиде в ЛП «Альбуфарм» 
для расчета концентрации билирубина СБР 
методом стандартных добавок [20] привело 
не к предполагаемому увеличению анали-
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Рисунок 3. – Спектры флуоресценции билирубина в ЛП «Альбуфарм»

при добавлении раствора билирубина в диметилсульфоксиде
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тического сигнала, а к концентрационному 
тушению флуоресценции билирубина (ри-
сунок 3, спектры 2 и 3). 

Для определения области концентра-
ций билирубина, в которой отсутствует ту-
шение флуоресценции, ЛП «Альбуфарм» 
разбавляли водой очищенной в 2, 4, 6, 8, 

10, 20, 100 и 1000 раз. Как видно из ри-
сунка 4, для разбавленного в 8–1000 раз 
ЛП «Альбуфарм», то есть для диапазона 
от СБР/8 (25 мг/мл альбумина) до СБР/1000 
(0,2 мг/мл альбумина), характерна линей-
ная зависимость интенсивности флуорес-
ценции билирубина. 

1 – 200 мг/мл; 2 – 100 мг/мл (СБР/2); 3 – 50 мг/мл (СБР/4); 4 – 33 мг/мл (СБР/6); 5 – 25 мг/мл 
(СБР/8); 6 – 20 мг/мл (СБР/10); 7 – 10 мг/мл (СБР/20); 8 – 2 мг/мл (СБР/100); 9 – 0,2 мг/мл (СБР/1000).
Рисунок 4. – Зависимость интенсивности флуоресценции билирубина от концентрации 

альбумина в ЛП «Альбуфарм»

При внесении раствора билирубина 
в диметилсульфоксиде в разбавленный в 
10 и 20 раз ЛП «Альбуфарм» наблюдали 
увеличение интенсивности флуоресцен-
ции (рисунок 5), обусловленное исклю-
чительно возрастанием концентрации до-
бавленного (свободного) билирубина, а не 

связанного с альбумином, так как установ-
лено, что кинетика связывания билируби-
на с белком очень медленная (рисунок 6).  
Наличие в белковой среде билирубина в 
двух формах (свободный и связанный), 
имеющих разные величины аналитическо-
го сигнала, не позволяет непосредственно 
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Рисунок 5. – Спектры флуоресценции билирубина в разбавленном в 10 (а) и 20 (б) раз 

ЛП «Альбуфарм» при добавлении раствора билирубина в диметилсульфоксиде
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использовать метод стандартных добавок 
для расчета концентрации билирубина в 
ЛП «Альбуфарм». Чтобы устранить раз-
личия в значениях интенсивности флуо-
ресценции свободного и связанного би-
лирубина, нами предложена модификация 
метода стандартных добавок.

Известно [21], что для разбавленных 
растворов между интенсивностью флуо-
ресценции I и квантовым выходом флуо-
ресценции φ существует отношение:

0I 2,303 I С d φ= ⋅ ⋅ ε ⋅ ⋅ ⋅
 
, (1)

где I0 – интенсивность возбуждающего 
излучения; 

ε – молярный коэффициент поглощения;
С – молярная концентрация раствора; 
d – толщина слоя раствора.

При условии, что I0, ε, С и d являются 
постоянными, соотношение между харак-
теристиками флуоресценции свободного и 
связанного билирубина примет вид:

своб своб

связ связ

I φ
I φ=

 

,        (2)

где Iсвоб и Iсвяз – интенсивность флуо-
ресценции свободного и связанного били-
рубина;

φсвоб и φсвяз – квантовый выход флуо-
ресценции свободного и связанного били-
рубина.

Из уравнения (2) с учетом значений 
квантовых выходов флуоресценции полу-
чили выражение для расчета интенсивности 
флуоресценции связанного билирубина:

Рисунок 6. – Кинетика связывания добавленного билирубина (2,3 мкМ) с альбумином
в разбавленном в 10 раз ЛП «Альбуфарм»

Преобразуя экспериментально полу-
ченные значения интенсивности флуо-
ресценции свободного билирубина с по-
мощью выражения (3), строили графики 
линейной зависимости интенсивности 
флуоресценции связанного билирубина от 
концентрации добавленного билирубина в 
разбавленном ЛП «Альбуфарм» с после-
дующей экстраполяцией до пересечения с 
осью абсцисс (рисунок 7). Отрезок, отсе-
каемый этой прямой на оси абсцисс, равен 

3
связ

4связ своб связ своб связ своб
своб

φ 1,4  10I I I I I  14 Iφ 10

−

−⇒ ⇒
⋅= ⋅ = ⋅ = ⋅

 

, (3)

концентрации билирубина в ЛП «Альбу-
фарм» с учетом соответствующих разведе-
ний (таблица 1).

Результаты статистической обработ-
ки параметров линейной зависимости для 
количественного определения билирубина 
в разбавленном в 10 и 20 раз ЛП «Альбу-
фарм» представлены в таблицах 2 и 3.

Таким образом, концентрация би-
лирубина в ЛП «Альбуфарм» составила 
5,26 ± 0,04 мкМ, или 0,0154 ± 0,0001 мг/г  
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(а) – разведение в 10 раз; (б) – разведение в 20 раз.
Рисунок 7. – Градуировочные графики для определения

концентрации билирубина в ЛП «Альбуфарм»

Таблица 1. – Результаты количественного определения билирубина в ЛП «Альбуфарм»

Кратность разведения ЛП Концентрация билирубина, мкМ
в разбавленном ЛП в ЛП

10 0,5288 5,29
20 0,2616 5,23

y = 376,67x + 199,20
r = 0,9989
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альбумина. Известно, что в плазме кро-
ви здорового человека содержится  
42,0 ± 3,5 г/л альбумина [22] и 2–7 мг/л свя-
занного с ним билирубина [23], то есть в 
среднем 1 г альбумина удерживает 0,11 мг  
билирубина. Следовательно, используе-

мая технология получения ЛП «Альбу-
фарм» позволяет в 7 раз снизить содержа-
ние билирубина и создать свободные цен-
тры связывания на альбумине донорской 
плазмы для применения в детоксикацион-
ной терапии.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан методический подход к спек-
трофлуориметрическому определению били-
рубина в ЛП альбумина человека. Показано, 
что наличие в белковой среде билирубина в 
двух формах (свободный и связанный), име-
ющих разные значения интенсивности флу-
оресценции, не позволяет непосредственно 
использовать метод стандартных добавок для 
расчета остаточного содержания билирубина 
в ЛП «Альбуфарм». Предлагаемая модифика-
ция метода стандартных добавок устраняет 
различия в значениях интенсивности флуо-
ресценции свободного и связанного билиру-
бина и полностью исключает необходимость 
длительного и трудоемкого процесса реги-
страции кинетики связывания добавляемого 
билирубина с альбумином.

Таблица 2. – Результаты статистической обработки параметров линейной зависимости 
вида y = bx + a для разбавленного в 10 раз ЛП «Альбуфарм»

Таблица 3. – Результаты статистической обработки параметров линейной зависимости 
вида y = bx + a для разбавленного в 20 раз ЛП «Альбуфарм»

Показатель Значение
Число степеней свободы v 4
Угловой коэффициент линейной зависимости  b 376,67
Свободный член линейной зависимости a 199,20
Критерий Стьюдента t (95%, v) 2,7764
Полуширина доверительного интервала углового коэффициента ∆b 24,37
Полуширина доверительного интервала свободного члена ∆a 83,51

Остаточная дисперсия 1726,01
Коэффициент корреляции r 0,9989

Критерии приемлемости
Требования Полученные значения Вывод

b > ∆b 376,67 > 24,37 Выполняется
a > ∆a 199,20 > 83,51 Выполняется

r ≥ 0,99 0,9989 ≥ 0,99 Выполняется

Показатель Значение
Число степеней свободы v 4
Угловой коэффициент линейной зависимости b 507,61
Свободный член линейной зависимости a 132,80
Критерий Стьюдента t (95%, v) 2,7764
Полуширина доверительного интервала углового коэффициента ∆b 14,57
Полуширина доверительного интервала свободного члена ∆a 49,93

Остаточная дисперсия 617,07
Коэффициент корреляции r 0,9998

Критерии приемлемости
Требования Полученные значения Вывод

b > ∆b 507,61 > 14,57 Выполняется
a > ∆a 132,80 > 49,93 Выполняется

r ≥ 0,99 0,9998 ≥ 0,99 Выполняется

SUMMARY

O. I. Lazovskaya, V. N. Leontiev, 
M. M. Kruk, V. V. Senchuk
ASSAY OF BILIRUBIN IN 

HUMAN ALBUMIN MEDICINAL 
PREPARATIONS WITH FLUORESCENCE 

SPECTROSCOPY METHOD
The purpose of this research is to develop 

a methodological approach to spectrofluori-
metric determination of bilirubin in human 
albumin medicinal preparations. The emis-
sion band maximum at 520 nm wavelength 
in the fluorescence spectrum indicates the 
presence of bilirubin in the medicinal prepa-
ration "Albupharm, solution for infusions of 
200 mg/ml" (JV Pharmland LLC, Republic of 
Belarus). We used a modified method of stan-
dard additions to calculate bilirubin concen-
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tration. It has been shown that sequential ad-
dition of bilirubin to a medicinal preparation 
"Albupharm", diluted 10 and 20 times, leads 
to an increase in fluorescence intensity due to 
an increase in the concentration of free biliru-
bin only, but not bound to albumin, since the 
binding process was found to be slow. Tak-
ing into account the fluorescence quantum 
yields of free and bound bilirubin a formula 
for calculating fluorescence intensity of the 
bound bilirubin has been proposed. Graphs of 
linear dependence of fluorescence intensity of 
bound bilirubin on the concentration of added 
bilirubin in a 10 and 20 times diluted medici-
nal preparation "Albupharm" were obtained. 
The concentration of bilirubin in a medicinal 
preparation "Albupharm" was 5,26 ± 0,04 µM,  
or 0,0154 ± 0,0001 mg/g of albumin. Based on 
the literature data on the content of albumin-
bound bilirubin in blood plasma of a healthy 
person (average 0,11 mg/g albumin), we can 
conclude that albumin purification technol-
ogy used provides a significant decrease in 
bilirubin content.

Keywords: human albumin medicinal 
preparation, bilirubin, quantitative determi-
nation, fluorescence spectroscopy, modified 
standard additions method.
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