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Представлены результаты определения остаточного этилового спирта в препарате гетерологичного 
антирабического иммуноглобулина с использованием портативного фотоионизационного газового 
хроматографа ФГХ-1. К преимуществам метода следует отнести точность, чувствительность, 
экспрессность, отсутствие специальной пробоподготовки, возможность автоматизации при 
обработке результатов.
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введение

Антирабические сывороточные препараты для 
постэкспозиционной профилактики бешенства 
были внедрены в практику здравоохранения в 
середине 50-х годов прошлого столетия. Внедре-
нию антирабических сывороточных препаратов 
способствовала разработка методов концентри-
рования и очистки специфических антител, обе-
спечивающая повышение активности и снижение 
реактогенности. Для удаления балластных белков 
и получения высокоактивных препаратов имму-
ноглобулина были предложены различные методы 
фракционирования: Диаферм и его модификации, 
спиртовый, сульфатный, риванольный, полиэти-
ленгликолевый, каприлатный [1]. Для извлечения 
антител могут быть использованы различные со-
четания методов хроматографии, однако их высо-
кая стоимость затрудняет широкое практическое 
применение.

Методы фракционирования специфических 
антител, основанные на использовании этанола, 
позволяют получить стандартный, однородный 
очищенный препарат антирабического иммуно-
глобулина (АИГ) [12]. 

Спиртовой метод для получения антираби-
ческого иммуноглобулина, предложенный М.А. 
Селимовым, изложен в руководстве ВОЗ [6]. 
Модификация спиртового метода сотрудниками 
Томского НИИ вакцин и сывороток позволила 
на 30–35 % повысить выход гамма-глобулина без 
снижения специфической активности [1]. Для 
производства коммерческого препарата АИГ из 

сыворотки крови лошади на территории СНГ с 
успехом используют риванол-спиртовый метод, 
который на сегодняшний день представляется наи-
более эффективным методом фракционирования 
специфических антител [9]. Для эффективного 
удаления спирта из растворов иммуноглобулина 
используют методы диализа, ультрафильтрации, 
лиофильного высушивания [9, 10].

Согласно нормативной документации на «Им-
муноглобулин антирабический из сыворотки крови 
лошади жидкий, раствор для инъекций», концен-
трация остаточного этилового спирта не должна 
превышать 4,5 %. Данный показатель имеет немало-
важное значение для сохранения стабильности 
свойств, поскольку наличие остаточного спирта 
в готовом препарате может вызывать агрегацию 
иммуноглобулина, а именно агрегаты в препаратах 
иммуноглобулина способствуют проявлению раз-
личных побочных анафилактоидных реакций [3, 8]. 

В настоящее время для определения этанола 
в фармацевтических препаратах рекомендованы 
методы дистилляции [2], газовой хроматографии 
[2], а также метод, основанный на окислении эти-
лового спирта дихроматом калия [5]. Последний 
достаточно трудоемок, требует длительной про-
боподготовки исследуемого материала. Метод 
дистилляции является достаточно простым в ис-
полнении, однако, на наш взгляд, он не обладает 
высокой чувствительностью, его применение 
оправдано при определении достаточно больших 
концентраций этилового спирта. Для определения 
остаточного этанола в препарате гетерологичного 
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АИГ необходим точный, чувствительный и доста-
точно экспрессный метод. Таким методом является 
газовая хроматография (ГХ). В Государственной 
Фармакопее XII [2] описано проведение анализа 
остаточного этанола в жидких фармацевтических 
препаратах методом газовой хроматографии, 
предусматривающее непосредственное нанесе-
ние подготовленной пробы в испаритель хрома-
тографа. Следует отметить, что иммуноглобулин 
представляет собой высококипящее органическое 
соединение, а, следовательно, его выведение из 
колонки затруднено. В связи с этим более удоб-
ным представляется хроматографический анализ 
паровой фазы гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина [7], разработка подобной мо-
дификации данного метода явилась целью насто-
ящего исследования.

методика 

В работе использовали портативный газовый 
хроматограф ФГХ-1 (Россия, НПП «Экан») с 
фотоионизационным детектором и капиллярной 
колонкой длиной 25 м, предназначенный для 
качественного и количественного определения 
примесей в воздухе и газовых смесях как в ла-
бораторных, так и в полевых условиях. Газовое 
обеспечение хроматографа осуществляется от 
встроенного баллона. В качестве газа-носителя 
применяют особо чистый газообразный азот. 
Режим работы хроматографа – изотермический. 
Хроматографические колонки термостатируют 
при температуре от 50 до 80 °С. Отбор анализи-
руемой пробы в колонку осуществляют у грани-
цы раздела фаз через кран-дозатор с помощью 
микрокомпрессора, встроенного в хроматограф. 
Разделенные компоненты проходят через ячейку 
детектора, где они ионизируются под действи-
ем ультрафиолетового излучения. По величине 
измеряемого ионизационного тока происходит 
определение количества вещества, проходящего 
через ячейку детектора.

Для определения значения концентрации 
проводили от 4 до 5 измерений, затем измеряли 
среднюю высоту пиков и определяли зависимость 
концентрации этанола в газовой фазе от его кон-
центрации в жидкой фазе.

Управление прибором, сбор, обработку и 
хранение результатов осуществляли на ЭВМ с ис-
пользованием программы FGH 4 (НПП «Экан»).

результаты 

Водный раствор этанола представляет собой 
двухкомпонентную двухфазную систему, которая 
состоит из жидкой фазы и насыщенного пара, на-
ходящегося в равновесии с жидкостью. Согласно 
третьему закону Коновалова при постоянных 
температуре и давлении имеет место однона-
правленное изменение состава раствора и пара 
[11]. Таким образом, количественное определение 
этанола в жидкости становится возможным при 
непосредственном измерении его содержания в 
насыщенном паре методом газовой хроматогра-

фии. Для бинарной смеси этанол – вода ранее 
установлены значения содержания компонентов 
для каждой фазы [4]. 

Раствор антирабического иммуноглобулина 
представляет собой сложную поликомпонентную 
систему, в которой протекают физико-химические 
взаимодействия между ее составляющими: водой, 
белком, хлоридом натрия, гликоколом, остаточным 
этанолом. По этой причине содержание последнего 
в насыщенном паре раствора АИГ может отличать-
ся от его содержания в насыщенном паре бинарной 
смеси этанол-вода при одинаковом его содержании 
в жидкой фазе [11].

Таким образом, наиболее удобным вариантом 
определения концентрации этанола в раство-
ре АИГ явилась предварительная градуировка 
прибора. Градуировочные смеси готовили из 
раствора антирабического иммуноглобулина, вос-
становленного из лиофилизированной формы, к 
которому добавляли этанол до конечной объемной 
концентрации 0,5 %; 1 %; 3 %; 5 %; 10 %; 20 %. Ис-
пользование лиофилизированной формы антира-
бического иммуноглобулина обосновано тем, что 
она является наиболее свободной от остаточных 
количеств этанола [10]. 

Для установления оптимальных условий гра-
дуировку прибора выполняли при следующих зна-
чениях температур исследуемых образцов (4 ± 2); 
(22 ± 3) и (35 ± 2) °С. 

На рисунке 1 представлены калибровочные 
графики, на которых отображена зависимость 
содержания этанола в насыщенном паре в зависи-
мости от его содержания в белковом растворе при 
заданном температурном значении. 

Из рисунка 1 следует, что на результат экс-
перимента определенное влияние оказывает 
температура исследуемых образцов, от которой 
зависит состав насыщенного пара. Так, при тем-
пературе образцов (4 ± 2) °С уменьшение содер-
жания этанола в насыщенном паре приводит к 
снижению угла наклона калибровочной кривой, 
что делает проведение анализа затруднительным. 
При значениях температур исследуемых образцов 
(22 ± 3) °С имеет место подъем угла наклона кали-
бровочной кривой, однако при дальнейшем повы-
шении температуры образцов до (35 ± 2) °С имело 
место смещение кривой практически параллельно 
ее положению при температуре (22 ± 3) °С, при 
этом заметного изменения угла наклона калибро-
вочной кривой не происходило. Таким образом, 
на наш взгляд, оптимальным является проведение 
эксперимента при температуре анализируемых 
образцов (22 ± 3) °С.

После градуировки прибора выполняли из-
мерения концентрации остаточного этанола в 
образцах производственных серий антирабиче-
ского иммуноглобулина. Измерение проводили 
при температуре проб (22 ± 3) °С. Исследовали 
содержание этанола как в готовом препарате анти-
рабического иммуноглобулина, так и в его растворе 
на различных стадиях производства. Результаты 
экспериментов представлены в таблице 1.



Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 5 (87), Часть 1 

Экспериментальные исследования в биологии и медицине      199

Результаты исследований, представлен-
ные в таблице 1, согласуются с результатами 
определения остаточного этанола методом дис-
тилляции, применяемым в настоящее время в 
соответствии с нормативной документацией 
на препарат гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина. 

заключение

Таким образом, рассматриваемый метод, обе-
спечивающий измерение количества остаточного 
этанола в диапазоне объемных концентраций 
от 0,5 до 20 %, является возможной альтернати-
вой другим способам определения остаточного 
этанола в препарате гетерологичного АИГ. К до-
стоинствам метода следует отнести точность и 
воспроизводимость результатов, экспрессность, 
позволяющую быстро оценить эффективность 
проведения процесса ультрафильтрации, от-
сутствие этапа специальной пробоподготовки, 
сравнительную простоту аппаратурного оформле-
ния, возможность автоматизации при обработке 
результатов.
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рис. 1.  Определение концентрации спирта в жидкости в калибровочных растворах. 1 – измерение при температуре об-
разцов (4 ± 2) °С, 2 – измерение при температуре образцов (22 ± 3) °С, 3 – измерение при температуре образцов 
(35 ± 2) °С.

Таблица 1
Исследование остаточного этанола в производственных сериях антирабического иммуноглобулина методом 

газовой хроматографии

Наименование образца Высота пика, мВ Содержание этанола, % 

АИГ, серия 76, готовый препарат 97 ± 3 1,0 ± 0,3 

АИГ, серия 77, готовый препарат 398 ± 3 3,6 ± 0,1 

АИГ, серия 124, полуфабрикат 920 ± 44 9,0 ± 0,5 

АИГ, серия 124, готовый препарат 63 ± 6 0,5 ± 0,1 

АИГ, серия 125, полуфабрикат 570 ± 49 5,5 ± 0,5 

АИГ, серия 125, готовый препарат 134 ± 23 3,0 ± 0,5 
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