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При получении лекарственных препаратов альбумина человека с высокой связыва-
ющей способностью для применения в детоксикационной терапии актуальной задачей 
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является контроль остаточного содержания билирубина. В связи с этим цель настояще-
го исследования – изучение возможности применения производной спектрофотометрии 
для количественного определения билирубина в лекарственных препаратах альбумина 
человека. Регистрация спектров первого порядка в сочетании с методом стандартных 
добавок позволила получить линейную зависимость величины |dA/dλ| в минимуме полосы 
поглощения при длине волны 516 нм от концентрации добавленного билирубина и ста-
тистически достоверно определить концентрацию билирубина в лекарственном препа-
рате «Альбуфарм, раствор для инфузий 200 мг/мл» (СП ООО «Фармлэнд», Республика 
Беларусь), которая составила 8,58 ± 0,23 мкМ, а также сделать вывод об эффектив-
ности технологии очистки альбумина от билирубина.

Ключевые слова: лекарственный препарат альбумина человека, билирубин, ко-
личественное определение, производная спектрофотомерия, метод стандартных 
добавок.

ВВЕДЕНИЕ

Лекарственные препараты (ЛП) аль-
бумина человека находят широкое при-
менение в инфузионной терапии кри-
тических состояний [1–3]. Следует от-
метить, что при интоксикации эффек-
тивность лечения пациентов зависит от 
связывающей способности альбумина, 
обеспечивающего транспорт низкомо-
лекулярных гидрофобных соединений 
по кровяному руслу [4,  5]. Анализ ли-
тературы [6–9] показал, что среди ле-
карственных средств и эндогенных 
метаболитов наибольшим сродством 
к альбумину обладает билирубин (кон-
станта связывания Kb  =  9,5 ∙ 107 М−1),  
представляющий собой тетрапиррольное 
соединение (рисунок 1), которое обра-
зуется из гема в результате распада ге-
моглобина, миоглобина и цитохромов в 
клетках печени и селезенки [10–12]. Со-
гласно требованиям фармакопейных ста-
тей ФС.3.3.2.0006.18 «Альбумин челове-
ка» [13] и 01/2013:0255 «Human Albumin 
Solution» [14] при получении ЛП аль-
бумина человека из плазмы крови здо-
ровых доноров нормируют предельное 
содержание гемпигментов: оптическая 
плотность раствора альбумина 10 мг/мл  

не должна превышать 0,15 при длине 
волны 403 нм (полоса Соре). Однако 
определение содержания продукта мета-
болизма гема в ЛП альбумина человека 
нормативной документацией [13, 14] не 
предусмотрено. В связи с этим оценить 
связывающую способность альбумина 
для применения в детоксикационной те-
рапии и эффективность технологии его 
очистки от билирубина не представляет-
ся возможным.

Для количественного определения би-
лирубина используют различные физико-
химические методы. При этом хромато-
графические методики требуют сложной 
пробоподготовки и дорогостоящего обору-
дования, хемилюминесцентные и электро-
химические методики – специфических 
реагентов, а спектрофотометрические ме-
тодики обладают низкой чувствительно-
стью [15].

Весьма простым и доступным анали-
тическим методом является производная 
спектрофотометрия, характеризующаяся 
высокой селективностью, экспрессностью 
и экономичностью. Производные спектров 
поглощения позволяют идентифицировать 
не выраженные в исходных спектрах поло-
сы хромофоров многокомпонентной смеси 
[16, 17].

Рисунок 1. – Структурная формула билирубина
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Целью настоящей работы является 
изучение возможности применения про-
изводной спектрофотометрии для количе-
ственного определения билирубина в ЛП 
альбумина человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали ЛП «Альбу-
фарм, раствор для инфузий 200 мг/мл» (СП 
ООО «Фармлэнд», Республика Беларусь) 
(далее – ЛП «Альбуфарм»), билирубин 
(Carl Roth, Германия), диметилсульфоксид 
(Димексид-Белмед, РУП «Белмедпрепара-
ты», Республика Беларусь).

Концентрацию альбумина в ЛП «Аль-
буфарм» определяли по методу Варбурга и 
Христиана [18].

Раствор билирубина (8,2 мМ) гото-
вили в диметилсульфоксиде. Концентра-
цию билирубина определяли спектрофо-
тометрически с использованием моляр-
ного коэффициента поглощения 63  400 
М−1 · см−1 при длине волны 458 нм [19]. 
Применяли только свежеприготовлен-
ный раствор.

Спектры поглощения регистрирова-
ли на спектрофотометре Specord 200 Plus 
(Analytik Jena, Германия). Первые про-
изводные спектров получали с помощью 
программного обеспечения WinAspect Plus 
спектрофотометра.

Статистический анализ полученных 
результатов выполняли согласно [20] с по-
мощью программы Microsoft Office Excel 
2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как видно из рисунка 2, спектр погло-
щения ЛП «Альбуфарм» в диапазоне 425–
575 нм не имеет выраженной полосы, ха-
рактерной для билирубина. Для обнаруже-
ния скрытой полосы использовали первую 
производную спектра (рисунок 3, спектр 1), 
в котором наблюдается слабовыраженный 
минимум при длине волны 516 нм, однако 
это не позволяет определить билирубин, 
содержащийся в ЛП «Альбуфарм» в очень 
низкой концентрации. Известно, что для ко-
личественного определения компонента с 
низким содержанием в смеси на фоне ком-
понента с высоким содержанием исполь-
зуют метод стандартных добавок, который 
заключается в последовательном внесении 
добавок точного количества определяемо-
го вещества в анализируемую пробу, изме-
рении величины аналитического сигнала 
и построении графика линейной зависи-
мости с последующей экстраполяцией до 
пересечения с осью абсцисс. Отрезок, отсе-
каемый этой прямой на оси абсцисс, равен 
неизвестной концентрации определяемого 
вещества [21].

А

λ, нм

Рисунок 2. – Спектр поглощения ЛП «Альбуфарм» в характерном для билирубина 
диапазоне длин волн

Регистрация спектров первого порядка 
ЛП «Альбуфарм» в сочетании с методом 
стандартных добавок позволила выявить 
изобестическую точку при длине волны 
460 нм (рисунок 3), соответствующую мак-

симуму поглощения билирубина в спек-
трах нулевого порядка [19], и получить 
линейную зависимость величины |dA/dλ| в 
минимуме полосы поглощения при длине 
волны 516 нм от концентрации добавлен-
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ного билирубина (рисунок 4). На градуи-
ровочном графике точка пересечения экс-
траполированной прямой с осью абсцисс 
соответствует концентрации билирубина в 
ЛП «Альбуфарм».

Для получения статистически досто-
верных результатов эксперимент повторяли 
шестикратно. Уравнения градуировочных 

графиков для определения концентрации 
билирубина в ЛП «Альбуфарм» представле-
ны в таблице 1. Статистическая оценка па-
раметров линейной зависимости для одно-
го из экспериментов показана в таблице 2.  
Метрологические характеристики количе-
ственного определения билирубина в ЛП 
«Альбуфарм» приведены в таблице 3. 

λ, нм

dA/dλ
 1 

9 

0 мкМ (1); 2,7 мкМ (2); 5,4 мкМ (3); 8,1 мкМ (4); 10,9 мкМ (5); 13,6 мкМ (6); 16,3 мкМ (7); 

19,0 мкМ (8); 21,7 мкМ (9)
Рисунок 3. – Первые производные спектров поглощения ЛП «Альбуфарм» 

при добавлении раствора билирубина в диметилсульфоксиде

Рисунок 4. – Градуировочный график для определения концентрации билирубина 
в ЛП «Альбуфарм»
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Известно, что в норме содержание аль-
бумина (M = 66 500 Да) в плазме крови чело-
века составляет 40–50 г/л [1], а концентрация 
общего билирубина (M = 584 г/моль) равна 
3–19 мг/л, из которого на долю билируби-
на, связанного с альбумином, приходится 
2–7 мг/л [15]. Тогда мольное соотношение, 
характеризующее билирубинсвязывающую 
способность альбумина, может быть пред-

ставлено как 1 : 0,018. В ЛП «Альбуфарм» 
концентрация билирубина составила 8,58 ± 
0,23 мкМ, то есть мольное соотношение аль-
бумина к билирубину равно 1 : 0,003. Следо-
вательно, при получении ЛП «Альбуфарм» 
удалось в 6 раз снизить содержание билиру-
бина и создать свободные центры связыва-
ния на альбумине для применения его в де-
токсикационной терапии.

Таблица 1. – Уравнения градуировочных графиков для определения концентрации
 билирубина в ЛП «Альбуфарм»

Таблица 2. – Результаты статистической обработки параметров линейной зависимости 
вида y = bx + a

Номер 
эксперимента

Уравнение линейной
зависимости вида y = bx + a

Коэффициент
корреляции r

Концентрация билирубина в 
ЛП «Альбуфарм», мкМ

1 у = 0,0006х + 0,0050 0,9993 8,33
2 у = 0,0006х + 0,0051 0,9997 8,50
3 у = 0,0006х + 0,0053 0,9993 8,83
4 у = 0,0006х + 0,0052 0,9998 8,67
5 у = 0,0006х + 0,0050 0,9990 8,33
6 у = 0,0006х + 0,0053 0,9998 8,83

Показатель Значение

Число степеней свободы v 7
Угловой коэффициент линейной зависимости b 0,0006
Свободный член линейной зависимости a 0,005
Критерий Стьюдента t (95%, v) 2,3646
Полуширина доверительного интервала углового коэффициента ∆b 0,00008
Полуширина доверительного интервала свободного члена ∆a 0,001
Остаточная дисперсия S0 0,0000005
Коэффициент корреляции r 0,9993

Критерии приемлемости
Требования Полученные значения Вывод

b > ∆b 0,0006 > 0,00008 Выполняется

a > ∆a 0,005 > 0,001 Выполняется
r ≥ 0,99 0,9993 ≥ 0,99 Выполняется

Таблица 3. – Метрологические характеристики количественного определения
билирубина в ЛП «Альбуфарм»
Показатель Значение

Число степеней свободы v 5
Среднее значение x, мкМ 8,58
Стандартное отклонение S 0,23

Стандартное отклонение среднего результата Sx 0,094

Критерий Стьюдента t (95%, v) 2,5706
Полуширина доверительного интервала единичного значения ∆x 0,59

Полуширина доверительного интервала среднего значения ∆x 0,24

Относительная ошибка определения среднего значения ε, % 2,81

Критерий приемлемости
Требование Полученные значения Вывод

(xmax – xmin) < 2,77 · S 0,50 < 0,64 Выполняется

2
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлена возможность количе-
ственного определения билирубина в ЛП 
альбумина человека с применением произ-
водной спектрофотометрии в сочетании с 
методом стандартных добавок.

Регистрация спектров первого порядка 
позволила установить линейную зависи-
мость величины |dA/dλ| в минимуме поло-
сы поглощения при длине волны 516 нм от 
концентрации добавленного билирубина 
и статистически достоверно определить 
концентрацию билирубина в ЛП «Альбу-
фарм», которая составила 8,58 ± 0,23 мкМ, 
или 0,025 ± 0,00068 мкг/мг альбумина. Ис-
ходя из полученных результатов и литера-
турных данных по содержанию альбумина 
и связанного с ним билирубина в плазме 
крови человека, можно сделать вывод, что 
применяемая технология очистки альбу-
мина обеспечивает значительное сниже-
ние содержания билирубина.

SUMMARY

O. I. Lazovskaya, V. V. Senchuk, 
V. N. Leontiev

ABOUT POSSIBILITY OF APPLYING 
DERIVATIVE SPECTROPHOTOMETRY

FOR BILIRUBIN ASSAY IN HUMAN 
ALBUMIN MEDICINAL PREPARATIONS

When obtaining human albumin medicinal 
preparations with a high binding capacity to 
be used in detoxification therapy, an urgent 
task is to control residual content of bilirubin. 
Hence the purpose of this investigation is to 
study the possibility of applying derivative 
spectrophotometry for bilirubin assay in human 
albumin medicinal preparations. Record of 
the first-order spectra in combination with 
the spike test made it possible to obtain a 
linear dependence of the value |dA/dλ| in 
the minimum of the absorption band at a 
wavelength of 516 nm from the concentration 
of added bilirubin and to determine statistically 
significant bilirubin concentration in the 
medicinal preparation "Albupharm, solution 
for infusions, 200  mg/ml" (JV Pharmland 
LLC, Republic of Belarus), which was  
8,58 ± 0,23 μM, and also to draw a conclusion 
about the efficiency of purification technology 
of albumin from bilirubin.

Keywords: human albumin medicinal 
preparation, bilirubin, assay, derivative 
spectrophotometry, spike test.
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