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(57) 

Спектрофлуориметрический способ определения концентрации билирубина в препа-

рате альбумина человека, заключающийся в том, что препарат альбумина человека разво-

дят дистиллированной водой до концентрации альбумина 1,0 мг/мл, измеряют для 

полученного раствора интенсивность флуоресценции связанного с альбумином билируби-

на на длине волны 520 нм при фотовозбуждении на длине волны 460 нм I520, измеряют ин-

тенсивность полосы комбинационного рассеяния дистиллированной воды на длине волны 

547 нм при фотовозбуждении на длине волны 460 нм I547, рассчитывают отношение 
I520/I547 и определяют концентрацию билирубина в препарате альбумина человека по зара-

нее построенному градуировочному графику зависимости отношения I520/I547 от концен-

трации билирубина с учетом разведения. 
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Изобретение относится к аналитической химии, в частности к определению концен-

трации билирубина в препаратах альбумина человека методом флуоресцентной спектро-

скопии, и может найти применение в практике контрольно-аналитических лабораторий 

фармацевтических предприятий. 

Препараты альбумина человека широко используются в инфузионной терапии крити-

ческих состояний [1]. При этом эффективность лечения пациентов зависит от связываю-

щей способности донорского альбумина, обеспечивающего транспорт токсичных 

соединений к органам биотрансформации [2]. Согласно [3, 4] при получении препаратов 

альбумина человека из плазмы крови здоровых доноров нормируют предельное содержа-

ние гемовых пигментов, а не продукта их распада - билирубина [5], обладающего наи-

большим сродством к альбумину (константа связывания Kb = 9,5 ∙ 10
7
 М-1

) среди 

эндогенных метаболитов [6]. 

В плазме крови билирубин находится в свободном и связанном с альбумином состоя-

ниях. Будучи нерастворимым в водных средах, билирубин в комплексе с альбумином 

транспортируется в печень, где в процессе конъюгации с глюкуроновой кислотой стано-

вится водорастворимым и может выводиться из организма с желчью и мочой [7]. В норме 
содержание билирубина в плазме крови составляет 5-12 мг/л, из которых 75 % приходится 

на долю связанного с альбумином билирубина [8]. 

Известен вольтамперометрический способ определения концентрации связанного с 

альбумином билирубина в биологических жидкостях, основанный на электрохимическом 

окислении билирубина после его вытеснения бромфеноловым синим из комплекса с аль-

бумином [9]. Недостатком способа является неполное извлечение билирубина из белково-

го комплекса за счет применения в качестве конкурентного агента бромфенолового 

синего, который по сравнению с билирубином характеризуется меньшим значением кон-

станты связывания с альбумином Kb = 1,5 ∙ 10
6
 М-1

 [6]. 

Известен способ определения концентрации связанного с альбумином билирубина в 

биологических жидкостях, заключающийся в извлечении билирубина из белкового ком-

плекса с помощью анионных поверхностно-активных веществ с последующим фермента-

тивным окислением в присутствии промотора, образующегося в результате удаления 

защитной группы из предшественника промотора с помощью соответствующего фермен-

та, и измерении оптической плотности при 450 нм. По градуировочному графику находят 
концентрацию билирубина, которая пропорциональна изменению оптической плотности 

анализируемого раствора до и после ферментативной реакции [10]. К недостатку способа 

следует отнести использование в качестве агентов для освобождения билирубина из ком-

плекса с альбумином таких анионных поверхностно-активных веществ, как додецилсуль-

фат натрия и холат натрия, обладающих денатурирующим действием по отношению к 

ферментам [11]. 

Наиболее близким по технической сущности аналогом является спектрофлуориметри-

ческий способ определения концентрации билирубина в препаратах альбумина человека, 

заключающийся в последовательном внесении нескольких добавок билирубина в разбав-

ленный дистиллированной водой препарат альбумина человека, измерении интенсивности 

флуоресценции свободного билирубина при длине волны испускания 520 нм (длина вол-

ны возбуждения 460 нм) после внесения каждой добавки билирубина, расчете интенсив-

ности флуоресценции связанного с альбумином билирубина с учетом квантовых выходов 

флуоресценции свободного и связанного с альбумином билирубина, построении градуи-

ровочного графика зависимости интенсивности флуоресценции связанного с альбумином 

билирубина от концентрации добавленного билирубина с последующей экстраполяцией 

до пересечения с осью абсцисс и определении концентрации билирубина в препарате аль-

бумина человека по точке пересечения градуировочного графика с осью абсцисс с учетом 

разведения [12]. Недостатком способа является необходимость построения градуировоч-

ного графика для каждого анализируемого препарата альбумина человека. 
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Задачей настоящего изобретения является разработка спектрофлуориметрического 

способа определения концентрации билирубина в препаратах альбумина человека, обес-

печивающего универсальность, экспрессность и точность проведения анализа. 

Поставленная задача решается тем, что предлагается спектрофлуориметрический спо-

соб определения концентрации билирубина в препаратах альбумина человека, заключаю-

щийся в том, что препарат альбумина человека разводят дистиллированной водой до 

концентрации альбумина 1,0 мг/мл, измеряют для полученного раствора интенсивность 

флуоресценции связанного с альбумином билирубина на длине волны 520 нм при фото-

возбуждении на длине волны 460 нм I520, измеряют интенсивность полосы комбинацион-

ного рассеяния дистиллированной воды на длине волны 547 нм при фотовозбуждении на 
длине волны 460 нм I547, рассчитывают отношение I520/I547 и определяют концентрацию 

билирубина в препарате альбумина человека по заранее построенному градуировочному 

графику зависимости отношения I520/I547 от концентрации билирубина с учетом разведе-

ния. 

Изобретение иллюстрируется фиг. 1-3. 

Фиг. 1 - градуировочный график линейной зависимости отношения I520/I547 от концен-

трации билирубина в разбавленных растворах препарата альбумина человека. 

Фиг. 2 - спектры флуоресценции билирубина в разбавленных растворах препарата 

альбумина человека при фотовозбуждении на длине волны 460 нм. 

Фиг. 3 - спектр комбинационного рассеяния дистиллированной воды при фотовозбуж-

дении на длине волны 460 нм. 

Изобретение поясняется примерами. 

Пример 1. 

Анализируемый препарат альбумина человека, раствор для инфузий 200 мг/мл, разво-

дят дистиллированной водой до концентрации альбумина 1,0 мг/мл. Измеряют интенсив-

ность флуоресценции связанного с альбумином билирубина в полученном растворе на 

длине волны 520 нм I520 (длина волны возбуждения 460 нм; ширина входной и выходной 

щелей 5 нм) и интенсивность полосы комбинационного рассеяния дистиллированной во-

ды на длине волны 547 нм I547 (при той же длине волны возбуждения и тех же величинах 

щелей). Рассчитывают отношение I520/I547. Концентрацию билирубина в анализируемом 

препарате альбумина человека определяют по градуировочному графику зависимости от-

ношения I520/I547 от концентрации билирубина с учетом разведения. 

Для построения градуировочного графика зависимости отношения I520/I547 от концен-

трации билирубина (фиг. 1) используют препарат альбумина человека с известной кон-

центрацией билирубина. Из препарата альбумина человека, раствора для инфузий 

200 мг/мл, с концентрацией билирубина 4,56 мкг/мл путем разведения в интервале от 1000 

до 100 раз готовят разбавленные растворы с концентрациями билирубина в интервале от 
4,56 до 45,61 нг/мл. Измеряют интенсивность флуоресценции связанного с альбумином 

билирубина в полученных растворах на длине волны 520 нм I520 (длина волны возбужде-

ния 460 нм; ширина щелей 5 нм) (фиг. 2) и интенсивность полосы комбинационного рас-

сеяния дистиллированной воды на длине волны 547 нм I547 (при той же длине волны 

возбуждения и тех же величинах щелей) (фиг. 3). Рассчитывают отношение I520/I547 в раз-
бавленных растворах препарата альбумина человека с концентрациями билирубина в ин-

тервале от 4,56 до 45,61 нг/мл. 

Установленное в соответствии с заявляемым способом значение концентрации били-

рубина в анализируемом препарате альбумина человека, растворе для инфузий 200 мг/мл, 

составляет 3,21 мкг/мл и хорошо согласуется с результатом, полученным по прототипу 

(таблица). 
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Пример 2. 

Анализируемый препарат альбумина человека, раствор для инфузий 50 мг/мл, разво-

дят дистиллированной водой до концентрации альбумина 1,0 мг/мл. Дальнейшие опера-
ции аналогичны примеру 1. 

Установленное в соответствии с заявляемым способом значение концентрации били-

рубина в анализируемом препарате альбумина человека, растворе для инфузий 50 мг/мл, 

составляет 0,84 мкг/мл и хорошо согласуется с результатом, полученным по прототипу 

(таблица). 

Результаты количественного определения билирубина  

в препаратах альбумина человека 

 

Концентрация билирубина, мкг/мл Номер  

примера 

Концентрация альбумина, 

мг/мл Заявляемый способ Прототип 

1 200 3,21 3,08 

2 50 0,84 0,88 

 

Таким образом, заявляемый способ позволяет определять концентрацию билирубина в 

препаратах альбумина человека, по сравнению с прототипом является экспрессным за 

счет использования универсального градуировочного графика и в то же время точным за 

счет применения внутреннего стандарта (полосы комбинационного рассеяния дистилли-

рованной воды). 

Изобретение может быть использовано на предприятиях фармацевтической промыш-

ленности. 
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