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an Effective sorbent for elimination endotoxin  
in biological products of genetically engineered genesis  

and biological liquids

Разработан сорбент, предназначенный для элиминации эндотоксина в биологических жидко-
стях и биопрепаратах, полученных методами генной инженерии. В качестве основы сорбента ис-
пользуется высокопроницаемая биосовместимая матрица на основе регенерированной целлюлозы. 
Оценена эффективность сорбента при сорбции эндотоксина из модельных сред и растворов белка.

СОРБЕНТ, Элиминация, ЭНДОТОКСИН, БИОПРЕПАРАТЫ, ГЕННАЯ ИНЖЕНЕРИЯ, 
РАСТВОР БЕЛКА, БИОСОВМЕСТИМАЯ МАТРИЦА.

An effective sorbent designed to eliminate endotoxin from biological fluids and products has been 
developed. A highly permeable biocompatible matrix based on regenerated cellulose was used as a base of 
the sorbent. The efficiency of the sorbent for endotoxin from model solutions and protein solutions were 
estimated.

sorbent, elimination, endotoxin, biological products,  GENETIC 
ENGINEERING, PROTEIN SOLUTION, BIOCOMPATIBLE MATRIX. 

Разработка сорбционных материалов 
и их разнообразное применение является 
одним из основных направлений биотех-
нологии и в смежных науках. В биохимии 
это выделение и очистка веществ, в обла-
сти экологии – мониторинг окружающей 
среды,  в медицине и медицинской про-
мышленности это финишная очистка био-
препаратов, приемы эфферентной терапии 
[1]. Последнее направление следует рас-
сматривать как особую область применения 
сорбентов, поскольку они в этом случае, в 
рамках процессов энтеро-, гемо- и ликво-

росорбции, выступают непосредственно в 
качестве терапевтического средства.

В связи с очень высокими требования-
ми к чистоте биотехнологических и осо-
бенно фармацевтических продуктов, сорб-
ционные технологии (хроматографические 
методы) по существу являются единствен-
ным подходом, обеспечивающим достаточ-
ный уровень индивидуальности и чистоты 
препаратов. 

Целью данной статьи является описание 
экспериментов, ориентированных на эли-
минацию липополисахарида (ЛПС) в био-
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препаратах и биологических жидкостях, с 
использованием сорбента Сфероцелл С80. 
Этот сорбент обладает комплексом свойств, 
включающим высокую селективность, об-
ратимость и большую емкость сорбции по 
ЛПС, а также механическую стабильность 
и способность к многократному использо-
ванию.

Основу сорбента составляет универсаль-
ная матрица Сфероцелл, разработанная в 
лаборатории сорбентов и носителей Госу-
дарственного научно-исследовательского 
института особо чистых биопрепаратов. 
Матрица характеризуется высокой про-
ницаемостью, достаточной гидродинами-
ческой жесткостью, низким уровнем не-
специфических взаимодействий. На ее базе 
создан ряд высокоемких сорбентов ионо-
обменного, аффинного и гидрофобного 
типов, разработаны эффективные хромато-
графические процессы выделения биологи-
чески активных веществ [2].

Одной из центральных задач получе-
ния высокочистых биопрепаратов генно-
инженерного происхождения является 
элиминация в них высокотоксичного липо-
полисахарида (эндотоксина). Фармакопеи 
Всемирной организации здравоохранения 
рекомендуют лимитировать содержание 
эндотоксина в лекарственных формах вну-
тривенного назначения пределом 0,5 ppm 
(млн–1). Превышение этого предела в пре-
парате может приводить к развитию септи-
ческого шока у пациентов [3, 4]. 

В настоящее время этот процесс эли-
минации ЛПС реализуется, как правило, 
с помощью уникального сорбента – По-
лимиксина Б сефарозы. В этом сорбенте в 
качестве матрицы носителя (основы сор-
бента) выступает гранулированный вариант 
высокопроницаемой сшитой сефарозы-6б, 
в качестве аффинанта – Полимиксин Б, 
иммобилизованный на матрицу, –  натив-
ный вариант бактериального антибиотика. 
Этот сорбент  представляет собой сложный 
молекулярный фрагмент со специфическим 
гидрофобно-гидрофильным балансом. По-
лимиксин Б является эффективным аф-
финантом для связывания ЛПС, при этом 
адсорбционную активность Полимиксина 
естественно связать с наличием в нем ги-

дрофобной компоненты. Сфероцелл 80 в 
качестве аффинанта также включает гидро-
фобный фрагмент. Именно благодаря ему 
сорбент демонстрирует высокую эффектив-
ность связывания ЛПС, обеспечивает высо-
кие емкостные показатели. Так например, 
он позволяет получать моноклональные 
антитела, содержащие менее 0,625 EU/мл 
ЛПС, из препарата с исходной концентра-
цией ЛПС от 20 до 100 EU.

 Однако используемый в прототипе аф-
финант – Полимиксин Б содержит в своей 
структуре, наряду с высокоспецифичным 
гидрофобным молекулярным фрагментом, 
массивный ионогенный фрагмент, вклю-
чающий большое количество легко иони-
зируемых групп NH2, а также карболовых 
фрагментов, что приводит к значительной 
фоновой сорбции белков по ионообменно-
му механизму. В результате при очистке бы-
чьей каталазы на сорбенте теряется до 25 %  
целевого белка, а при очистке БСА –  
до 20 % [5]. 

Наряду с указанным недостатком это-
го сорбента, в качестве дополнительного 
следует указать на относительно низкий 
уровень проницаемости матрицы-носителя 
этого сорбента – сефарозы-6б, что, с учетом 
склонности ЛПС к образованию сложных 
ассоциатов с большими надмолекулярными 
размерами [5], затрудняет сорбцию  ЛПС 
в объем зерна сорбента и,  следовательно, 
существенно ограничивает его емкость.

Сорбент Сфероцелл С80 функцио-
нально построен аналогично описаному 
прототипу (Полимиксин Б сефароза). На 
нейтральную высокопроницаемую гидро-
фильную матрицу иммобилизованы аффи-
нанты, специфически связывающие ЛПС. 
При этом используемый лиганд, как будет 
показано ниже, обладает весьма высоким 
сродством только к ЛПС. 

Оригинальная  матрица Сфероцелл, как 
показал опыт, характеризуется поровой 
структурой, также эффективной в отноше-
нии решаемой задачи.

Особенность высокопроницаемой по-
ровой структуры носителя Сфероцелл (см. 
рисунок) состоит в том, что распределение 
пор по размерам бимодально. Существуют 
транспортные поры с характерным размером 
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0,1 – 3,0 мкм (соответствующий удельный 
объем порового пространства для пор этого 
типа составляет 0,8 – 0,9), а также «хромато-
графические» поры с размерами 50 – 300 Ǻ  
(удельный объем порового пространства 
для пор этого типа составляет 0,35 – 0,40), 
измеренные методами ртутной порометрии 
и эксклюзионной хроматографии соот-
ветственно. Наличие большого количества 
транспортных пор обеспечивает эффек-
тивный массоперенос в зерне сорбента для 
крупномолекулярных объектов, а гидро-
фобные аффинанты конкурентным обра-
зом разрушают ассоциаты ЛПС.

Такая структура носителя позволяет 
эффективно сорбировать молекулярные 
компоненты в объем зерна сорбента, в ши-
роком интервале размеров – от индиви-
дуальных молекул до крупномасштабных 
ассоциатов, без потери емкости сорбента, 
что существенно при работе с ассоциирую-
щимся ЛПС.

Гидрофобные радикалы, выбранные в 
качестве аффинантов, которые по суще-
ству представляют собой эквивалент али-
фатического фрагмента молекулы ЛПС, 
обеспечивают их эффективное высокоспе-
цифическое связывание. При этом неспеци- 
фическая сорбция, обусловленная нали-
чием ионогенной компоненты в структуре 
аффинанта прототипа, в этом случае, есте-
ственно, отсутствует. 

В результате указанных особенностей 
отчистка препаратов на данном сорбенте, в 
отличие от отчистки на прототипе, практи-
чески не сопровождается потерей целевого 
белка. При хроматографии на Сфероцелле 

С80 потери базового белка не превосходят 
5 %. Соответствующие потери Полимикси-
на Б сефарозы составляют более 25 % [5].

Таким образом, сорбент Сфероцелл С80 
по основным целевым эксплуатационным 
параметрам и характеристикам селективно-
сти существенно  превосходит свой прото-
тип – Полимиксин Б сефарозу.

В качестве адекватной характеристи-
ки сорбента как средства выделения и от-
чистки целевого компонента удобно ис-
пользовать коэффициент распределения 
Kр  для данного конкретного компонента.  
Величину Kр получают расчетным путем на 
основании данных о концентрации целево-
го компонента (в данном случае ЛПС) до и 
после завершения процесса сорбции: 

Kр = Cext / Cint ,

где Cext, Cint  – равновесные концентрации 
данного компонента во внешнем растворе 
и  в объеме  сорбента соответственно.

Данные о концентрации ЛПС (началь-
ной и конечной) получают с использова-
нием хромогенного LAL-теста. Указанный 
тест представляет собой определение эндо-
токсинов; LAL – Limulus Amebocyte Lisate 
(лизат амебоцитов limulus) [6]. 

Эксперименты по сорбции проводились 
в статических условиях путем приготовле-
ния растворов ЛПС с определенной кон-
центрацей (в качестве исходного варианта) 
и/или путем прямого определения концен-
трации раствора ЛПС до и после сорбции с 
помощью хромогенного LAL-теста. Второй 
вариант состоит в разведении эксперимен-
тальных препаратов до уровня компетенции 

Микрофотографии внешней (а) и внутренней (б) структуры одной гранулы  
сорбента Сфероцелл (получены методом сканирующей электронной микроскопии) 

а) б)
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LAL-теста). Определенные таким образом 
коэффициенты распределения для Сферо-
целла С80 представлены в таблице. По ста-
тистическим оценкам в рамках нескольких 
серий измерений погрешность приводимых 
величин укладывается в интервал ± 5% от 
номинала.

Сравнение данных таблицы с литератур-
ными данными показывает, что в то время 
как коэффициент распределения, выража-
ющий предельную степень отчистки препа-
рата в системе «сорбент – раствор белка», 
составляет для Полимиксина Б сефарозы 
значение Kр = 32 – 160 [4], для сорбента 
Сфероцелл С80 этот коэффициент дости-
гает значения 290 (см. таблицу). Результаты 
были получены на основе прямого тестиро-
вания проб после сорбции. 

Для оценки селективности и эффектив-
ности сорбции ЛПС в условиях гемосорб-
ции (при наличии в системе сопутствующих 
и конкурирующих белков) проводилась се-
рия сравнительных экспериментов в 10%-м 
водном растворе альбумина; и эти данные 
представлены в таблице (также в статиче-
ских условиях).  

При этом емкость сорбента Сфероцелл 
С80 по ЛПС в условиях конкуренции с аль-
бумином составляет 37000 нг/мл. Это суще-
ственно превышает соответствующую вели-
чину, характерную для сорбента прототипа.

Представления о характере конкурен-
ции ЛПС и альбумина за адсорбционные 

центры можно получить, сопоставив вели-
чины, приведенные в таблице.

Для оценки эффективности кратного 
использования сорбента Сфероцелл С80 
был выполнен эксперимент  по его регене-
рации путем отмывки этанолом в аппарате 
Сокслета. После восьмичасовой отмывки 
сорбента и стандартной процедуры –  
тренировки (уравновешивание сорбента в 
0,1N растворе кислоты и 0,1N растворе ще-
лочи с заключительной отмывкой водой до 
нейтральной реакции) показатели емкости 
изменились незначительно.

Таким образом, данным исследованием 
показано, что предлагаемая разработка –  
ЛПС-связывающий сорбент Сфероцелл 
С80 убедительно превосходит классический 
прототип по всем важнейшим эксплуатаци-
онным и физико-химическим параметрам. 
К ним относятся максимальная емкость, 
селективность сорбции, коэффициент рас-
пределения (определяет максимальную 
остаточную концентрацию ЛПС в препа-
рате). В качестве его дополнительных пре-
имуществ следует указать на возможность 
его многократного применения (с исполь-
зованием промежуточной стерилизации). В 
этой же связи важно отметить отсутствие 
необходимости стерильной сборки коло-
нок в исходном варианте, что обусловли-
вает более низкую цену соответствующих 
устройств (разница – на порядок ).

Коэффициенты распределения Kр липополисахарида (ЛПС) для сорбента Сфероцелл C80 в альбумине

Условие получения
Kр  для различных концентраций ЛПС

10 – 100 нг/мл 100 – 1000 нг/мл 1000 – 10 000 нг/мл
Раствор сорбента в альбуми-
не предварительно выдержан 230 70 50

То же без предварительной 
выдержки

290 230 160

Примечание : концентрация водного раствора альбумина – 10 %
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