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Методические указания по выполнению лабораторных работ составлены в 

соответствии с программой дисциплины и предназначены для студентов 

направления подготовки 240700.62 Биотехнология; содержат методику 

выполнения лабораторных работ, целью которых является ознакомление 

студентов с технологическим процессом изготовления лекарственных 

препаратов иммунобиологического производства, освоение методов 

изготовления лекарственных форм в условиях лаборатории и принципов 

контроля. Приведены краткие теоретические сведения, а также список 

рекомендуемой литературы и контрольные вопросы. 
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РАБОТА № 1 ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ЧИСТОТЫ 

ВОЗДУХА ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ ПОМЕЩЕНИЙ 

 

Цель работы: выявление микробной контаминации воздуха помещений классов 

чистоты В, А, С, Д при производстве стерильных химико-фармацевтических препаратов в 

соответствии с отраслевым стандартом «Правила организации производства и контроля 

качества лекарственных средств (GMP)» ОСТ 42-510-98.  

Основные теоретические сведения ОСТ 42-510-98 представляет собой свод правил по 

организации производства и контроля качества лекарственных средств медицинского 

назначения. Отдельные положения настоящего документа распространяются также на 

производство лекарственных веществ, предназначенных для приготовления готовых 

лекарственных средств (ФОРМ). Стандарт распространяется на все предприятия, 

выпускающие готовые лекарственные средства медицинского назначения и лекар- 

ственные вещества, предназначенные для приготовления готовых лекарственных средств, 

независимо от их ведомственной подчиненности и формы собственности.  

Производственные помещения должны иметь эффективную систему приточной и 

вытяжной вентиляции с контролирующим воздушный поток оборудованием и приборами 

для измерения температуры, влажности, эффективности фильтрации и перепада давления 

на фильтрах. Производительность приточных систем вентиляции и кондиционирования 

воздуха следует определять исходя из условий обеспечения требуемых параметров воздуха 

в рабочей зоне с учетом принятой схемы организации воздухообмена и класса чистоты 

помещения.  

Очистка приточного воздуха, подаваемого в помещения классов В и С, должна быть по 

крайней мере трехступенчатой; в помещения класса D – двухступенчатой. При 

производстве стерильных лекарственных средств в зависимости от потребности 

производства возможно создание с помощью специального оборудования горизонтальных 

или вертикальных ламинарных потоков во всех помещениях или на отдельных участках. 

При необходимости производственные помещения должны быть оборудованы системой 

кондиционирования приточного воздуха, которая выполняет следующие функции: 

обеспечивает соответствующую степень очистки воздуха от механических частиц и микро- 

организмов; автоматически регулирует климатические параметры для создания наиболее 

благоприятных условий для технологического процесса и обслуживания персонала  

Кроме того, система должна конструироваться с использованием непылящих 

материалов и антикоррозийных покрытий, стойких к дезинфицирующим средствам. 

Определение чистоты воздуха производственных помещений ведут по многим 

показателям. Одним из них является микробиологическая чистота воздуха.  

Оборудование, материалы, реактивы. Для выполнения работы необходимо 

подготовить: термостат на 30–35 ºС и 20–25ºС; сухожаровой шкаф; стерильные чашки 

Петри; питательные среды № 1 (МПА) для бактерий, № 2 (агар Сабуро) для грибов; 

стерильные салфетки из безворсовой ткани; этиловый спирт 70 %; спиртовки; спецодежду.  

1) пассивный – метод седиментации (оседание частиц из возду- ха, экспозиция 

питательной среды в открытых чашках Петри ); 2) активный – с помощью прибора типа 

«Флора». В основе работы лежит принцип инерционного осаждения частиц из прокачи- 

ваемого через вентилятор импактора воздуха на чашки Петри.  

Проведение испытания  

Метод 1. Открытые чашки Петри расположить в точках отбора проб. Время экспозиции 

15 мин.  

При использовании пассивного метода контроля допустимым считается рост не более 3 

колоний микробов сапрофитов на одной чашке. Рост большего числа колоний указывает на 

повышенную бактериальную загрязненность воздуха помещения. В этих случаях необ- 

ходимо произвести дополнительную дезинфекцию. В случаях появления колоний грибов 

помещения просушивают электронагревательными приборами. При появлении 



спорообразующих микроорганизмов, а также грибов при уборке помещения увеличивают 

концентрации перекиси водорода до 6 %.  

Контрольные вопросы: 

1. Каковы причины введения международных правил в фармацевтическую практику? 

2. Каково содержание правил GMP?  

3. Назовите стандарт отрасли, нормирующий чистоту воздуха производственных 

помещений фармацевтических производств.  

4. Какие требования в соответствии с правилами GMP предъявляются к 

биотехнологическому производству?  

5. По каким параметрам определяют степень чистоты воздуха в производственном 

помещении?  

6. Какие методы дезинфекции используют при повышенном содержании 

микроорганизмов в воздухе производственного помещения?  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

РАБОТА № 2 АМИНОКИСЛОТЫ. ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ГИДРОЛИЗ БЕЛКОВ  
 



Цель работы: определение наличия аминокислот в гидролизатах белковых 

препаратов.  

 

Аминокислоты имеют широкий спектр применения как в сельском хозяйстве, так и в 

пищевой и медицинской промышленности. Недостаток аминокислот в рационе человека и 

животных отрицательно сказывается на качестве жизни. В настоящее время создан 

перечень препаратов на основе аминокислот и их комплексов. Так, аминокислоты широко 

используются в химической и фармацевтической промышленности в качестве 

предшественников для производства детергентов, полиаминокислот, полиуретана и 

препаратов для сельского хозяйства. Получение аминокислот возможно несколькими 

путями: химическим синтезом, гидролизом природного белкового сырья и в 

биотехнологических процессах. Химический синтез дает рацемат – продукт, содержащий 

как L-, так и D-формы аминокислот. За исключением глицина, который не имеет оптически 

активных изомеров, и метионина, необходимого организмам в обеих формах. D-изомеры 

обладают токсичностью. Получение оптически активных L-изомеров аминокислот из 

гидролизатов природных материалов растительного и животного происхождения связано с 

многоступенчатой и дорогостоящей очисткой. Биотехнологическое получение 

аминокислот включает в себя прямую микробную ферментацию, а также 

микробиологический или ферментативный синтез из пред- шественников.  

Микробиологический метод получения аминокислот, наиболее распространенный в 

настоящее время, основан на способности микроорганизмов синтезировать все L-

аминокислоты, а в определенных условиях – обеспечивать их сверхсинтез. Биосинтез 

аминокислот в микробных клетках приводит к накоплению так называемых свободных 

аминокислот или «пула аминокислот», из которого в процессах конструктивного 

метаболизма синтезируются клеточные макромолекулы.  

Для синтеза всего разнообразия белков требуется 20 аминокислот. Пути синтеза 

большинства аминокислот взаимосвязаны. При этом одни аминокислоты являются 

предшественниками для биосинтеза других. Пируват является предшественником аланина, 

валина, лейцина; 3-фосфоглицерат – серина, глицина, цистеина; щавелевоук- сусная 

кислота – аспартата, аспарагина, метионина, лизина, треонина, изолейцина; α-

кетоглутаровая кислота – глутамата, глутамина, аргинина, пролина; 

фосфоэнолпируват+эритрозо-4-фосфат – фенилаланина, тирозина, триптофана; 5-

фосфорибозил-1-пирофосфат+АТФ – гистидина.  

Синтез каждой аминокислоты в микробных клетках реализуется в строго определенных 

количествах, обеспечивающих образование последующих аминокислот, и находится под 

строгим генетическим контролем. Контроль осуществляется по принципу обратной связи 

на уровне генов, ответственных за синтез соответствующих ферментов (репрессия), и на 

уровне самих ферментов, которые в результате избытка образующихся аминокислот могут 

изменять свою активность (ретроингибирование).  

Данный механизм контроля исключает перепроизводство аминокислот и также 

препятствует их выделению из клеток в окружающую среду. Среди продуцентов 

аминокислот – различные микроорганизмы, представители родов Corynebacterium, 

Brevibacterium, Bacillus, Aerobacter, Microbacterium, Eschеrichia. Используемые в промыш- 

ленности микроорганизмы можно подразделить на несколько классов: дикие штаммы, 

ауксотрофные мутанты, регуляторные мутанты и ауксотрофные регуляторные мутанты. 

Промышленные штаммы, как правило, несут несколько мутаций, затрагивающих 

механизмы регуляции целевой аминокислоты и ее предшественников.  

Для получения таких аминокислот, как L-глутамата, L-валина, L-аланина, L- глутамина 

и L-пролина возможно применение природных штаммов с усилением в них продукции 

аминокислот условиями ферментации. Например, высокий, до 30 г/л, выход глутамата 

возможен при полном или частичном подавлении активности α-

кетоглутаратдегидрогеназы, добавках в среду ПАВ и антибиотиков (пенициллина, 



цефалоспорина) для увеличения проницаемости клеточных мембран для глутамата. Синтез 

L-глутамата можно переключить на образование L-глутамина или L-пролина, изменяя 

условия ферментации. При повышении кон- центрации ионов аммония и биотина в среде 

стимулируется образование L-пролина; слабокислая среда и ионы цинка при избытке ам- 

мония усиливают синтез L-глутамина. 

 Ауксотрофные мутанты используют в тех случаях, когда необходимо синтезировать 

аминокислоты, являющиеся конечными продукта- ми разветвленных цепей метаболизма 

аминокислот. Например, для по- лучения L-лизина, L-треонина, L-метионина или L-

изолейцина, для ко- торых общим предшественником является L-аспартат, применяют му- 

танты, ауксотрофные по гомосерину или треонину и гомосерину.  

Ауксотрофные мутанты не способны образовывать ингибиторы соответ- ствующего 

метаболического пути, работающие по принципу отрицательной обратной связи, из-за 

отсутствия определенной ключевой ферментативной реакции. Поэтому при выращивании 

такого штамма в среде с минимальной концентрацией необходимого ингредиента 

(аминокислоты) они способны на суперпродукцию аминокислоты- предшественника. 

Ауксотрофные мутанты, способные накапливать конечные продукты неразветвленных 

цепей биосинтеза, например L-аргинина, невозможны. В данной ситуации приходится 

получать мутанты с частично нарушенной регуляцией биосинтеза, так как это позволяет 

повысить выход целевого продукта. Такие организмы являются регуляторными мутантами. 

Древнейший способ получения аминокислот – кислотный, щелочной и ферментативный 

гидролиз белоксодержащих субстратов (мясо, молоко и т.д.). При оптимальных 

температурах белки расщепляются до соответствующих аминокислот или фрагментов, 

состоящих из нескольких аминокислот.  

Извлечение из этой смеси нужной аминокислоты – задача сложная, но выполнимая. 

Само по себе сырье (мясо и белок молока – казеин) – дорогостоящий продукт и данный 

метод применяется, когда имеют дело с бросовым сырьем, т.е. с отходами производства 

(рога, копыта, волосы, перья, пух, состоящие из кератина, в котором содержится очень 

много серосодержащей аминокислоты цистеина, и в небольших количествах – других 

аминокислот).  

Следующий способ получения аминокислот – химический синтез. Осуществление 

самого синтеза достаточно простое, но при этом образуются D- и L-изомеры. Как известно, 

в белках человека активен лишь второй. При разделении изомеров возникают трудности. 

Так же процесс химического синтеза протекает при повышенных темпе- ратурах, требует 

дорогостоящих катализаторов и сопровождается образованием большого количества 

отходов. По сравнению с предыдущим, более приемлемым можно счи- тать химико-

энзиматический способ. Этот метод предполагает два этапа: − химический синтез 

предшественника (карбоновая кислота) − биотрансформация – превращение в 

соответствующую ами- нокислоту, осуществляемое ферментами живых клеток. При этом 

полученные L-стереоизомеры аминокислот сами по себе необходимы для 

жизнедеятельности этих клеток, т.е. этот способ наполовину биотехнологический.  

Оборудование, материалы и реактивы − термостат; − спектрофотометр СФ-21; − 

ферменты: пепсин, трипсин, химотрипсин; − пробирки на 14 мл.  

Проведение испытания  

Образцы раствора белкового субстрата необходимо подвергнуть действию ферментов. 

Для этого в 3 пробирки налить по 5 мл раствора белкового субстрата, затем в каждую 

добавить по 1 мл водного раствора фермента с концентрацией 1 мкг/мл: в пробирку № 1 – 

пеп- син, №2 – трипсин, №3 – химотрипсин. Выдерживать пробирки в вертикальном 

положении в термостате при температуре (37±1)ºС в течение 1 часа. Данные записать.  

 12  

Полученные образцы ферментативных гидролизатов с предполагаемым наличием 

определенных аминокислот оценивают по уровню оптической плотности на СФ-21 при 

длине волны 280 нм. Для этого в кювету с расстоянием между гранями 3 мм наливают 



образец ферментативного гидролизата; пробой сравнения в каждом определении служит 

исходный раствор белкового субстрата.  

Контрольные вопросы:  

1. Какими способами получают аминокислоты?  

2. Какой способ получения аминокислот, по вашему мнению, является полностью 

биотехнологическим?  

3. Какие микроорганизмы являются основными продуцентами аминокислот?  

4. Какие известны методы для подтверждения присутствия ами- нокислот в продуктах?  

5. Опишите методику оценки качественного состава аминокис- лот в исследуемом 

препарате.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

РАБОТА № 3 ТЕХНОЛОГИЯ ИЗГОТОВЛЕНИЯ ПРЕПАРАТА ПРИРОДНОГО 

ИНТЕРФЕРОНА.  ИЗГОТОВЛЕНИЕ СУППОЗИТОРИЕВ И МАЗЕЙ В УСЛОВИЯХ 

ЛАБОРАТОРИИ 

 



Цель работы: знакомство с технологическим процессом получения лекарственных 

препаратов на базе ОАО «Биоамид».  

Аппаратурное оформление отдельных технологических стадий (по заданию 

преподавателя).  

Использование вирусного материала в процессе синтеза интерферона предполагает 

повышенные требования к качеству препаратов интерферона. Проводятся многостадийные 

процессы инактивации вируса, очистки полученного препарата от примесей веществ, 

добавляемых в процессе биосинтеза. В настоящее время на основе альфа-интерферона 

изготавливают различные лекарственные формы: суппозитории, мази, таблетки. Разработка 

технологии приготовления мазей, содержащих человече- ский лейкоцитарный интерферон, 

является весьма актуальной ввиду большой биодоступности специфического начала для 

лечения и удобства применения.  

Универсальной лекарственной формой интерферона, оказывающей не только местное, 

но и системное действие, являются суппозитории. Интерферон из суппозиториев 

всасывается в нижней части прямой кишки и легко проникает непосредственно в кровяное 

русло. Приготовление таблеток выгодно отличается от других лекарственных форм 

возможностью полной механизации процесса и высокой точностью дозировки. Они удобны 

для транспортировки и хранения. Важным аргументом в пользу таблетированной формы 

интерферона является пероральное введение, так как в ротовой полости отсутствуют 

протеолитические ферменты, влияющие на специфическую активность интерферона.  

Контрольные вопросы:  

1. Классификация и определение интерферона.  

2. Опишите биологические свойства природного интерферона.  

3. Охарактеризуйте основные технологические этапы получения природного 

интерферона.  

4. Каковы основные характеристики феномена «прайминг»?  

5. Какие лекарственные формы на основе интерферона известны? Сравните эти формы.  

 

Изготовление суппозиториев в условиях лаборатории. Суппозитории – твердые при 

комнатной и расплавляющиеся или растворяющиеся при температуре тела дозированные 

лекарст- венные формы. Суппозитории применяются для введения в полость тела. В 

зависимости от строения и особенностей этих полостей суппозиториям придают 

соответствующие геометрические очертания и размеры. Различают суппозитории 

ректальные, или свечи, вагинальные и палочки. Следует обратить внимание на то, что в 

суппозиторной форме лекарственные вещества и основа будут занимать разные объемы. 

Поэтому для расчета количества основы следует использовать заместительный 

коэффициент (Еж), который равен количеству лекарственного вещества, занимающему 

объем, равный объему, занимаемому 1 г основы с плотностью 0,95 г/см3. На практике 

удобнее пользоваться обратным заместительным коэффициентом (1/Еж), который равен 

количеству жировой основы, занимающему объем, равный объему, занимаемому 1 г 

лекарственного вещества. Коэффициенты Еж и 1/Еж для некоторых веществ приведены в 

специальных таблицах. Количество жировой основы, необходимое для приготовления 

суппозиториев методом выливания, рассчитывают по формуле М = Рn – (A¹1/Еж + А2 1/Еж2 

+ … + Аn1/Ежn, где М – общее количество суппозиторной основы, г; Р – вес суппозиторной 

основы, помещающейся в гнездо формы, г; n – количество суппозиториев; 1/Ежn – 

обратный заместительный коэффициент, г; Аn – количество лекарственного вещества, 

необходимое для приго- товления всех суппозиториев по данному рецепту, г. Общие 

положения о составе, размерах, обязательных свойствах и технологии суппозиториев 

изложены в общей статье Государственной фармакопеи XI издания. Оборудование, 

материалы и реактивы − холодильник бытовой; − весы аналитические; − ступка 

фарфоровая с пестиком; − шпатель металлический; − ковшик алюминиевый для разлива 

суппозиторной массы; − металлические или пластиковые прессформы; − водяная баня 



термостатируемая; − стерильные суппозиторные основы: масло какао или витепсол W-

15,W-35; − шпатель.    

Проведение испытания Приготовить суппозитории методом выливания. Для изготовле- 

ния 10 штук суппозиториев необходимо взять: 1) порошок интерферона человеческого 

лейкоцитарного с суммарной активностью не менее 40000 МЕ; 2) суппозиторной основы: 

до 15,0 г. Интерферон человеческий лейкоцитарный сухой хорошо рас- творяется в воде и 

жировых основах, поэтому его вносят в суппозиторную основу в виде порошка. В ступку 

помещают лекарственную субстанцию, добавляют расплавленную, стерильную 

суппозиторную основу (масло какао или витепсол W-15,W-35) и перемешивают до 

образования однородной массы (пульпы). Контроль за равномерным распределением 

порошка интерферона в расплавленной основе осу- ществляют визуально по достижении 

однородной окраски суппозиторной массы. Перемешивание суппозиторной массы 

необходимо проводить медленно, исключая внедрение пузырьков воздуха, что ведет к 

образованию пористых, ноздреватых суппозиториев. Приготовленную суппозиторную 

массу разливают через носик алюминиевого ковшика в гнезда металлической или 

пластиковой прессформы. Для постоянного поддерживания температуры (38±2)о С емкость 

для расплавления суппозиторной массы нагревают на водя- ной бане. Прессформу 

выдерживают в течение 30–60 секунд при комнатной температуре. При помощи скальпеля 

с поверхности прессформы снимают излишки суппозиторной массы в емкость для 

расплавления основы. Заполненные формы с суппозиторной массой помещают в 

морозильную камеру бытового холодильника для формования суппозиториев. Охлаждение 

форм проводят в течение 15–20 минут при температуре минус (12 ± 2) °С. После 

охлаждения полученные суппозитории осторожно вынимают из прессформы и 

отбраковывают по внешнему виду: суппозитории должны иметь одинаковую 

торпедообразную форму, однород- ную белую или кремовато-белую окраску без каких-

либо вкраплений, не должно быть сколов или трещин. Кондиционные суппозито- рии 

помещают в стерильную кассету, закрывают металлической крышкой и передают на 

стадию фасовки в бокс фасовки лекарствен- ных форм. Некондиционные суппозитории (со 

сколами, наплывами, трещинами) передают на операцию расплавления и повторного 

изготовления суппозиториев.  

Обработка результатов Качество суппозиториев оценивают по следующим критериям: 

1. Органолептический контроль: соответствие цвета, запаха суппозиториев свойствам их 

компонентов. 2. Проверка однородности, соответствие размеров, формы суппозиториев: − 

осмотр суппозиториев (должны быть одинаковой формы, размеров); − на одном из 

суппозиториев делают продольный срез (не должно быть блесток, вкраплений; допускается 

наличие воздушного стержня или воронкообразного углубления). 3. Отклонение в массе 

суппозиториев: взвешивают 10 суппози- ториев с точностью до 0,01 г; рассчитывают 

среднюю массу одного суппозитория и процент отклонения в массе каждого суппозитория 

от среднего значения. Отклонения в массе не должны превышать ±5 %; только для двух 

суппозиториев допустимо отклонение ±7,5 %. 4. Определение температуры плавления 

суппозиториев, изготовленных на липофильных основах. Температуру плавления 

определяют для суппозиториев, расплавляющихся в полостях организма (ГФ ХΙ. Вып.1. С. 

11). Проводят два определения. Температура плавления не должна быть выше 37°С. 

Расхождение между двумя определениями не должно превышать 1°С. 5. Время полной 

деформации определяют для суппозиториев, плавящихся в полостях тела, для которых 

невозможно определить температуру плавления (ГФ ХΙ. Вып. 2. С. 153). Время полной 

деформации суппозиториев не должно превышать 15 минут.  

Время растворения суппозиториев, изготовленных на гидрофильных основах, 

определяют для суппозиториев, растворяющихся в полостях организма (ГФ ХΙ. Вып. 2. С. 

152 ). Суппозиторий помещают на дно сосуда вместимостью 200 мл, содержащего 50 мл 

воды с температурой (37±1)°С. Сосуд через каждые 5 минут взбалтывают так, чтобы 



жидкость и проба приобрели вращательное движение. Суппозиторий должен раствориться 

в течение 1 часа.  

Контрольные вопросы:  

1. Обоснуйте необходимость и преимущества использования суппозиториев в 

медицинской практике.  

2. Перечислите требования, предъявляемые к основам для суп- позиториев. Приведите 

классификацию основ.  

3. Какое оборудование используют в производстве суппозиториев?  

4. На чем базируется рациональный выбор способа изготовления суппозиториев? 

Каковы достоинства и недостатки этих методов?  

5. Какие основы могут быть использованы для изготовления суппозиториев методом 

выливания? Дайте их характеристику (химическая природа, свойства, достоинства, 

недостатки).  

6. Как определить среднюю массу суппозиториев и время рас- творения суппозиториев 

на гидрофильных основах?  

7. Как осуществляется процесс формирования суппозиториев?  

 

Приготовление мазей в условиях лаборатории Мазь – мягкая лекарственная форма, 

предназначенная для нансения на кожу, рану или слизистые оболочки. Мази состоят из 

основы и одного или нескольких лекарственных веществ, равномерно в ней 

распределенных. В состав мазей могут входить стабилизаторы, ПАВ, консерванты и другие 

вспомогательные вещества. Требования, предъявляемые к мазям, обусловлены как 

способом применения, так и сложностью состава этой лекарственной формы. Мази должны 

иметь мягкую консистенцию, обеспечивающую удобство нанесения их на кожу и 

слизистые оболочки и образование на поверхности ровной сплошной пленки. Для 

достижения необходимого терапевтического эффекта и точности дозирования 

лекарственные вещества в мазях должны быть максимально диспергированы и рав- 

номерно распределены по всей массе мази. Кроме того, мази должны быть стабильны, не 

содержать механических включений. Их состав не должен изменяться при применении и 

хранении.  

К мазевым основам предъявляется ряд требований: мягкая консистенция необходима 

для удобства нанесения на кожу и слизистые оболочки; химическая инертность основ, 

гарантирующая отсутствие взаимодействия с лекарственными веществами, изменения под 

действием внешних факторов (воздух, свет, влага, температура), обеспечивает 

стабильность мази; отсутствие аллергизирующего, раздражающего и сенсибилизирующего 

действия мазей во многом зависит от биологической безвредности основ. Важно также, 

чтобы основы не нарушали физиологических функций кожи (тепло-, влаго- и газо- обмена). 

Известно, что наружный слой кожи (эпидермис) в норме обладает кислой реакцией, которая 

препятствует размножению микорганизмов. Поэтому требование нейтральности мазевых 

основ, сохранение первоначального значения рН кожи имеют большое значение.  

Изготовление мазей состоит из нескольких последовательных стадий: плавление, 

растворение, диспергирование, при необходимо- сти эмульгирование, упаковка, 

оформление. Кроме того, осуществляется контроль отдельных стадий (полнота 

растворения, однородность смешивания и т.д.), а также оценка готовой мази по 

технологическим показателям качества. Качество мази оценивают по тем технологическим 

показателям, которые являются общими для всех лекарственных форм. Весьма важными 

специфическими показателями качества являются однородность и размер частиц 

лекарственных веществ в суспензионных и комбинированных мазях. В ГФ X введена 

методика определения размера частиц лекарственных веществ в мазях с помощью 

микроскопа. Для оценки дисперсности мази с концентрацией веществ выше 10 % мазь 

предварительно разбавляют соответствующей основой до 10 % содержания и 

перемешивают, избегая измельчения частиц. В зависимости от вида основы расплавленную 



навеску мази (0,05 г) окрашивают 0,1 % раствором Судана III или 0,15 % раствором 

метиленового синего, перемешивают и просматривают с помощью мик- роскопа в 4 полях 

зрения. Для анализа одной мази проводят 5 определений средней пробы. В поле зрения 

должны отсутствовать частицы, размеры которых превышают нормальные значения, 

указанные в частных статьях. Оборудование, материалы и реактивы − весы аналитические; 

− ступка фарфоровая с пестиком; − шпатель металлический; − водяная баня 

термостатируемая; − мазевая основа: вазелин, ланолин, Т-2. МГД; − вода очищенная 

стерильная. Проведение испытания  

Приготовить мазь в количестве 30 г. Необходимо взять: − интерферон (сухой) с 

активностью не менее 30000 МЕ; − мазевой основы до 30,0 г. На весах лабораторных с 

ценой деления 0,1 г в термостойкие емкости отвешивают рассчитанное количество 

вазелина, эмульгатора Т-2 и МГД. На 30 г основы необходимо отвесить 18 г вазелина, 

эмульгатора твердого Т-2 5 % и моноглицеридов дистиллированных 5 % от общей массы 

основы, что составляет по 1,5 г ; 9,0 мл воды для инъекций. Вазелин, эмульгатор Т-2 и МГД 

нагревают до расплавления в термостойкой емкости на бане водяной лабораторной с 

электрическим подогревом. Полноту плавления контролируют визуально по отсутствию 

нерасплавленных кусков. Расплавленные компоненты основы фильтруют через два слоя 

марли с помощью воронки в чистые термостойкие емкости. Емкости с вазелином, 

эмульгатором Т-2 и МГД закрывают фольгой, бумагой, обвязывают шпагатом и 

стерилизуют в автоклаве при 0,11 МПа в течение 30 минут.  

Качество мази оценивают по следующим критериям: 1. Описание: соответствие цвета, 

однородность консистенции по ГФ ХI. Вып. 2. С. 145. 2. Однородность: мазь должна быть 

однородна по ГФ Х. С. 720. 3. рН водного извлечения: от 5,0 до 7,0 определяют потенцио- 

метрическим методом по ГФ ХI. Вып.1.  

Контрольные вопросы:  

1. Какова технология приготовления мазей?  

2. По каким показателям стандартизируют мази?  

3. Приведите примеры мазей промышленного производства. Каковы особенности их 

технологии?  

4. Какие факторы могут влиять на физико-химическую стабильность суспензионных 

мазей при хранении: температура, размер час- тиц дисперсной фазы, природа основы, 

упаковка?  

5. Каковы основные направления совершенствования качества и технологии мазей?  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

РАБОТА № 4 ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОДЛИННОСТИ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ 

(РАДИАЛЬНАЯ ИММУНОДИФФУЗИЯ В ГЕЛЕ) 

 

Цель работы: ознакомление с методом контроля подлинности иммуноглобулинов 

(радиальная иммунодифузия в геле).  



Иммуноглобулины человека предназначены для лечения и профилактики различных 

заболеваний. Нормальный иммуноглобулин предназначен для предупреждения вирусного 

гепатита А, кори, гриппа, коклюша, менингококковой инфекции и полиомиелита, ле- чения 

гипо- и агаммаглобулинемии, для повышения защитных свойств организма. 

Противостолбнячный – для экстренной профилактики столбняка у взрослых и детей, не 

получивших полного курса иммунизации столбнячным анатоксином или с неизвестным 

приви- вочным анамнезом. Препарат противоэнцефалитного иммуноглобулина 

предназначен для экстренной профилактики и лечения клещевого энцефалита. 

Иммуноглобулин антистафилококковый предназначен для лечения различных заболеваний 

стафилококковой этиологии у детей и взрослых.  

Противогепатитный иммуноглобулин предназначен для экстренной профилактики 

гепатита В у взрослых и детей; лечения лёгких и средне-тяжёлых форм острого вирусного 

гепатита у взрослых. Каждая серия иммуноглобулина изготавливается из смеси плаз- мы не 

менее чем от 1000 доноров, проверенных на отсутствие по- верхностного антигена вируса 

гепатита В, антител к вирусам иммунодефицита человека, гепатита С, антител к 

возбудителю сифилиса. Наименование иммуноглобулина определяется содержанием в 

плазме специфических антител. Плазму для изготовления иммуноглобулинов хранят в 

замороженном виде при температуре минус 30˚С не менее 6 месяцев – стадия 

карантинизации, т.е. хранение заготовленной плазмы с запретом ее использования на 

протяжении определенного времени.  

Предпосылкой к организации карантинного хранения плазмы служит возможность 

донации крови лицами без клинических и лабораторных признаков гемотрансмиссивных 

инфекций (период серонегативного «окна» в начальной стадии заболевания). После выхода 

с карантинизации плазму размораживают и подвергают пяти последовательным стадиям 

осаждения белков плазмы. Основными факторами, влияющими на процесс разделения 

белков, является концентрация этанола, температура, рН и концентрация белка. В 

технологической линии производства иммуноглобулинов начальной является стадия А8. 

Полученную методом осаждения белково-спиртовую смесь с концентрацией этилового 

спирта 8 % подвергают центрифугированию, при этом формируется бросовый осадок А8, 

состоящий из фибриногена и эритроцитов. На дальнейшее производство поступает 

центрифугат А8. В результате следующей стадии происходит разделение глобу- линов и 

альбумина – стадия А. Центрифугат А8 вновь подвергают осаждению этиловым спиртом, в 

результате которого получают белково-спиртовую смесь с концентрацией этилового спирта 

50 %. После центрифугирования смеси получают центрифугат А (фракция альбумина) и 

осадок А (фракция гамма-, бета- и небольшой примеси альфа- глобулина). Далее 

разведенный очищенной водой осадок А подвергают дополнительному осаждению 

этиловым спиртом. Центрифугирование такой смеси позволяет избавиться от следов 

альбумина и получить фракцию глобулинов – осадок А*, который идет на получение осадка 

Б и центрифугата Б. На этой стадии производят разделение бета-глобулинов от гамма-

глобулинов. Осадок Б – отход производства. Центрифугат Б снова подают на 

центрифугирование для получения центрифугата Б1 (осадок Б1 – отход), который в 

дальнейшем подвергается осветляющей фильтрации для отделения даже неболь- ших 

количеств примесей. Далее из центрифугата Б1 получают осадок В – очищенный гамма-

иммуноглобулин – плотный, белого или слегка розового цвета. Полученный осадок 

является полупродуктом, который служит основой для получения жидкого лекарственного 

препарата в ампулах.  

Все запаянные ампулы проходят контроль на герметичность, регистрацию и бракераж 

разлитой продукции. После отбраковки отбирают несколько ампул для проверки качества 

препарата на произ- водстве и ОБТК.  

Проведение испытания  

Для выполнения работы необходимо: 1. Подготовить необходимое оборудование: − 

стеклянные трубочки вместимостью (0,5±0,3) мл; − цилиндры мерные вместимостью 25 мл, 



100 мл; − колба круглодонная термостойкая вместимостью50 мл; − эксикатор; − столик 

предметный; − стекла предметные 26×75 мм; − трубки-пробойники d = 3 мм; − скальпель; 

− термометр спиртовой; − баня водяная.  

2. Подготовить необходимые материалы: − стандарт иммуноглобулина; − вода 

очищенная; − натрия хлорид; − фенол кристаллический; − 0,1 М раствор натрия гидроксида; 

− агар «Дифко» или агар «Ионагар № 2»; − сыворотки, преципитирующие белки крови 

человека, крупного рогатого скота, лошади, свиньи, барана; − марлевые пробки.  

На предварительном этапе процедуры необходимо:  

 1. Приготовить 0,9 % раствор натрия хлорида. В мерную колбу объемом 1000 мл внести 

500 мл воды очищенной и 9,0 г натрия хлорида, перемешать до растворения. Довести водой 

объем раствора до метки. Довести рН полученного раствора до 7,1±0,1 раствором 0,1 М 

натрия гидроксида. 2. Приготовить агаровый гель. В круглодонную колбу объемом 500 мл 

внести 200 мл 0,9 % раствора натрия хлорида, закрыть марле- вой пробкой и на кипящей 

водяной бане нагреть до 70–80 ºС, затем при постоянном перемешивании внести 1,5–2 г 

агара, закрыть пробкой и продолжать перемешивать на кипящей водяной бане до полно- го 

растворения агара, оставить на 1 час для набухания. Процедить через слой марли в 100-

граммовые флаконы по 50 мл агара. 3. Залить агаром стекла. На горизонтально лежащее на 

предмет- ном столике стекло нанести 20–25 мл агарового геля с температурой 60–70 ºС; 

через 5 минут стекло поместить в эксикатор, на дне кото- рого находится вода с 

кристаллами фенола (8–10 шт.) Через 30 минут на каждом стекле необходимо сделать лунки 

с помощью трубки про- бойника. Агаровые пробки удалить скальпелем, стараясь не 

повредить края лунок. При проведении самой процедуры необходимо с помощью 

стеклянных трубочек заполнить лунки реагентами доверху, не переливая за края и не 

касаясь их. Лунки заполнять согласно схеме: 1○ 2○ 6○ 7○ 3○ 5○ 4○ 1 – антисыворотка 

против сывороточных белков крови человека; 2 – препарат сравнения – стандарт 

иммуноглобулина; 3 – антисыворотка против сывороточных белков крови лошади; 4 – 

антисыворотка против сывороточных белков крови свиньи; 5 – контрольная пустая лунка; 

6 – антисыворотка против сывороточных белков крови крупного рогатого скота;  7 – 

исследуемый препарат. После заполнения лунок реагентами стекло поместить в эксика- тор 

и выдержать 24–48 часов при температуре 20ºС.  

Оценка результата: 1) препарат должен образовывать полосу преципитации с анти- 

сывороткой против сывороточных белков крови человека; 2) препарат не должен 

образовывать полос преципитации со всеми остальными антисыворотками.  

Контрольные вопросы  

1. Лечебные свойства препаратов иммуноглобулина.  

2. Контроль качества препаратов крови.  

3. Технологические методы получения лекарственных форм иммуноглобулина 

человеческого.  

4. Требования правильной практики производства (GMP) имму- ноглобулина.  

5. Вирусная безопасность, качество и стандартность исходной плазмы и лечебных 

препаратов крови.  

6. Что входит в понятие радиальная иммунодиффузия в геле?  

7. Какие выводы можно сделать по вашей лабораторной работе?  

  

РАБОТА № 5 ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ 

 

Цель работы: ознакомление с методами контроля антибактериальной активности 

исследуемого препарата (бактериофага).  

Бактериофаги – вирусы бактерий, способные проникать в бактериальную клетку, 

размножаться в ней, вызывать ее лизис или переход в состояние фагоносительства 

(лизогения). Фаги, которые вызывают лизис бактерий – вирулентные, которые внедряются 



в геном бактерий – умеренные. Литическое действие терапевтических бактериофагов 

(виру- лентных) связано с уничтожением специфических бактерий. Фаги состоят из 

белковой оболочки и ДНК или РНК. Основные стадии взаимодействия фага с бактерией: 

адсорбция фаговой частицы на клетке-хозяине; внедрение фаговой РНК или ДНК в клетку; 

внутри- клеточное размножение фагов; лизис клетки-хозяина с высвобожде- нием фагового 

потомства. Примерно через 30 минут после заражения клетку обычно заполняет две сотни 

новых вирионов, после чего происходит ее разрушение под действием ферментов 

бактериофага.  

Основные этапы технологии производства препаратов бактериофагов: 1. Приготовление 

питательной среды – казеиново-кислотной или мясной. 2. Получение бактериофага: − 

выделение штаммов от больных и бактерионосителей (мокро- та больных, гнойное 

отделяемое ран и т.д.); − приготовление маточных бактериофагов, посевной культуры; − 

производственный засев в реактор-культиватор; − инкубация посевов (по истечении 

указанного времени опре- деляют полноту лизиса); − предварительная фильтрация и 

очистка (ультрафильтрация) бактериофагов. 3. Стерилизующая фильтрация. 4. Контроль 

препарата на производстве. 5. Розлив во флаконы. 6. Маркировка, фасовка, упаковка 

препарата. 7. Контроль ОБТК  

Показатели стандартизации готового лекарственного средства бактериофагов: − 

описание (прозрачная жидкость желтого цвета); − подлинность по специфическому лизису 

гомологичных бактерий; − рН (7,0–7,8); − токсичность (должны быть нетоксичны для 

белых мышей); − производственные штаммы не менее 30 для каждого рода бактерий; − 

транспортирование, хранение; − срок годности (2 года). Основной лекарственной формой 

выпуска препаратов бактериофагов является жидкая форма во флаконах (20, 100 мл), 

таблетки с кишечными фагами. Научные разработки: суппозитории, линименты, аэрозоли. 

Опыт применения бактериофагов в медицинской практике достаточно велик. В нашей 

стране эти препараты долгое время применялись для лечения заболеваний желудочно-

кишечного тракта, и только в последние десятилетия они стали широко использоваться для 

лечения заболеваний лор-органов, мочевыделительной системы, кожи, гинекологической 

патологии, в хирургической практике, при бактериальных менингитах, а также при 

дисбактериозах.  

Обязательным условием успешного применения бактериофагов является определение 

фагочувствительности бактерий в баклаборатории.   

Преимущества бактериофагов перед антибиотиками:  

1) обладают целенаправленной специфической антибактериальной активностью;  

2) безвредны и нереактогенны;  

3) в отличие от антибиотиков не влияют на нормофлору кишеч- ника и препараты 

эубиотиков и пребиотиков, что делает возможным их совместное применение;  

4) способствуют нормализации показателей иммунитета;  

5) обладают высокой клинической эффективностью.  

Проведение испытания  

Метод двукратного разведения. Для определения антибактериальной активности 

любого соеди- нения (пептид, препарат и т.д.) методом двукратного разведения не- 

обходимо подготовить: − 96-луночный планшет для иммунологических реакций; − дозатор 

и наконечники; − МПБ (мясопептонный бульон); − исследуемый препарат; − тест-штамм 

условно-патогенного микроорганизма; − спиртовку, вату, пинцет. Зажечь спиртовку. 

Стерильным наконечником заполнить лунки платы по 100 мкл МПБ в каждую. Далее 

новым стерильным наконечником набрать 100 мкл исследуемого препарата и, начиная с 

пер- вой лунки, ввести препарат в бульон после 2–3-кратного перемешивания, т.е. 

совершить мягкое нажатие на кнопку пипетки так, чтобы не было щелчка, и после 

отпустить кнопку. Раствор набрать обратно в наконечник и перенести его во вторую лунку 

и произвести то же действие. Данный метод носит название двукратного разведения. После 

этого в каждую лунку внести обычным способом по 10 мкл тест-штамма условно-



патогенной культуры микроорганизма. Учет результатов проводят после инкубации в 

термостате при температуре 37 °С в течение 18 часов.  

Отрицательный контроль (3 лунки) – МПБ в аналогичных условиях, но без внесения 

микроорганизма. Положительный контроль (3 лунки) – без внесения исследуемого 

препарата.  

Методики количественного определения бактериофагов. Диапазон и степень 

литической активности бактериофагов определяют методом Аппельмана (на жидкой 

питательной среде) согласно фармакопейным статьям предприятия на препараты бакте- 

риофагов; концентрацию фаговых частиц – методом А. Грациа (с применением 

двухслойного агара).  

Метод Аппельмана: готовят последовательные десятикратные разведения препарата от 

10-1 до 10-6. Исходным разведением является 0,5 мл образца препарата в 4,5 мл бульона, 

взятого для титрования с обязательной сменой пипеток при каждом разведении. Для 

контро- ля используют 4,5 мл бульона без фага. Во все пробирки вносят по 0,03 мл взвеси 

суточной культуры, содержащей 109 микробных клеток в 1 мл. Результат учитывают через 

(22±2) ч выдерживания проб при температуре (37±1)°С. Активностью бактериофага по 

Аппельма- ну считают величину, соответствующую последнему его разведению, в котором 

рост культуры визуально не наблюдается.  

Активность антибактериального препарата обозначают отрицательной степенью 

десяти, где степень указывает разведение препарата. Например, если последней прозрачной 

пробиркой оказалась та, в которой фаг разведен в миллион раз, то принято считать, что в 

исходном препарате было 106 частиц фага, но выражают это количество в степени 

разведения, т.е. 10-6. Если хотя бы в одном штамме активность препарата ниже 

установленной, титрование проводят на удвоенном количестве других штаммов. Для 

определения концентрации фаговых частиц по методу А. Грациа используют двухслойный 

агар в чашках Петри: на дно наливают плотный 1,5–2 % агар, на который после 

затвердевания наносят полужидкий 0,7 % агар с внесенной в него 0,1–0,3 мл бульонной 

культуры или смыва агаровой культуры микроорганизма и 1 мл фага в различных 

разведениях. Учет результатов проводят спустя 18–20 часов инкубации при температуре 37 

°С. Проводят подсчет негативных колоний на чашке Петри. Для определения титра число 

негативных колоний умножают на величину разведения фага, что соответствует количеству 

частиц фага в 1 мл (например, подсчитали 23 колонии фага на газоне культуры, в которую 

внесли бактериофаг в разведении 106, значит, титр по Грациа составит 23 × 106 = 2,3 × 107). 

Этот метод более точный, чем метод Аппельмана. 

Контрольные вопросы:  

1. Природа и классификация бактериофагов.  

2. Механизм действия бактериофага на бактериальную клетку (патогенез).  

3. Технология получения бактериофага. Основные стадии технологического процесса.  

4. Область применения бактериофагов. Лекарственные формы на их основе.  

5. В чем состоят главные отличия антибиотиков от бактериофагов?  

6. Объясните, в чем отличие определения антибактериальной активности препаратов по 

методу Аппельмана и А. Грациа?  

7. Принцип двухслойного метода титрования по Грациа.  
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