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Одним из недостатков существующей техноло-
гии производства вакцины холерной бивалентной 
химической, таблетированной является затратный 
и трудоемкий этап выделения нативных антигенов 
штамма Vibrio cholerae 569В Инаба. Данный недо-
статок обусловлен тем, что выделение О-антигена 
(О-АГ) и холерогена-анатоксина (ХА) проводят ме-
тодом солевого осаждения сульфатом аммония не-
посредственно из детоксицированного безмикроб-
ного центрифугата формалинизированной культу-
ральной жидкости холерного вибриона, что приво-
дит к его значительному расходу. Устранить указан-
ный технологический недостаток возможно пред-
варительным концентрированием безмикробного 
формалинизированного центрифугата. Нами ранее 
была показана возможность применения метода 
тангенциальной ультрафильтрации для концентри-
рования одного из компонентов таблетированной 
холерной вакцины – О-АГ штамма V. chole rae М41 
Огава из безмикробного центрифугата [2]. Поэтому 
исследования, направленные на внедрение в произ-
водственный процесс технологий концентрирова-
ния антигенных компонентов холерной химической 
вакцины, получаемых из штамма V. chole rae 569В 
Инаба тангенциальной ультрафильтрацией, имеют 
под собой определенную практическую основу и 
являются актуальными. 

Целью данной работы являлась разработка экс-
периментальной технологии концентрирования 
О-АГ и ХА штамма V. cholerae 569В Инаба из без-

микробного центрифугата методом тангенциальной 
ультрафильтрации.

Материалы и методы

При выполнении работы использовали произ-
водственный штамм V. cholerae 569В Инаба, проду-
цент ХА и О-АГ (Государственная коллекция пато-
генных бактерий РосНИПЧИ «Микроб»), который 
выращивали при 37 °С в реакторе-ферментере Р170 
объемом 250 дм3 на среде из ферментативного ги-
дролизата казеина в условиях глубинного культи-
вирования. Через 10 ч выращивание прекращали 
добавлением формалина до конечной концентрации 
0,6 %. Для концентрирования О-АГ и ХА применя-
ли установки для микро- и ультрафильтрации на базе 
фильтродержателя АСФ-009, снаряженной мембран-
ными модулями с номинальной отсечкой по молеку-
лярной массе (НОММ) 10, 20 и 50 кДа, с площадью 
фильтрации равной 0,1 м2 и Vivaflow-200 (произ-
водства фирмы Sartorius, Германия) с мембранны-
ми модулями 30 и 100 кДа, с площадью фильтрации 
равной 0,02 м2. Критерием окончания процесса вы-
брано уменьшение объема безмикробного центрифу-
гата в 10 раз. Активность О-АГ холерного вибриона 
определяли в реакции иммунодиффузии в геле (РИД) 
по Оухтерлони и реакции непрямой агллютинации 
(РНГА) с О1-сывороткой. Активность ХА холерного 
вибриона устанавливали в РИД с антихолерогенной 
сывороткой (АХС) и по единицам связывания ана-
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токсина (ЕС), определенным при подкожном введе-
нии препарата кроликам массой (2,7±0,25) кг.

Результаты и обсуждение

Первый этап работы был связан с оценкой воз-
можности использования мембран с различными 
НОММ для концентрирования ХА и О-АГ. В пред-
варительных экспериментах процесс ультрафиль-
трации проводили при давлении на входе и выходе 
фильтрационной установки равными (1,5±0,1) и 
(0,5±0,1) кгс/см2 соответственно и температуре про-
ведения процесса – (8±2) °С. Объемы безмикробно-
го центрифугата составляли по 10,0 дм3. Среднюю 
удельную скорость фильтрации определяли по объ-
ему фильтрата, удаленному за промежуток времени 
от начала до окончания процесса концентрирования. 
Результаты данного этапа исследований, представ-
ленные в табл. 1, показывают, что использование 
мембранного модуля с НОММ 100 кДа для концен-
трирования нецелесообразно, так как значительная 
часть ХА проходит в фильтрат. При использовании 
других мембранных модулей для концентрирования 
безмикробных центрифугатов содержание О-АГ и ХА 
в концентрате увеличивается в 16 раз, при этом О-АГ 
и ХА в фильтрате не обнаруживается. Наибольшая 
средняя удельная скорость фильтрации определена 
при использовании мембранного модуля с НОММ 
50 кДа, что дало нам основание выбрать его для про-
ведения дальнейших исследований.

Для определения возможной сорбции ХА и 

О-АГ внутри пор мембранных модулей проводили 
их отмывку путем рециркуляции через установку 
дистиллированной воды объемом 0,5 дм3 в течение 
60 мин. Промывочную воду исследовали на наличие 
ХА и О-АГ путем постановки РИД. В промывочной 
воде ХА и О-АГ не обнаружены, что дает основание 
предполагать, что они не сорбируются на мембран-
ных модулях.

Выделение протективных антигенов из безми-
кробных центрифугатов, подвергнутых концентри-
рованию, проводили с использованием ряда после-
довательно выполняющихся операций: 

осаждение балластных фракций сернокислым 
аммонием при 37 % насыщении, после формиро-
вания осадка при комнатной температуре в течение 
ночи материал центрифугировали на центрифуге 
Beckman при 10000 g в течение 20 мин; 

осаждение ХА и О-АГ из полученного центри-
фугата сернокислым аммонием при 80 % насыщении, 
после формирования осадка при комнатной темпера-
туре в течение ночи материал центрифугировали на 
центрифуге Beckman при 10000 g в течение 20 мин;

диализ полученного осадка против дистиллиро-
ванной воды;

стерилизация отдиализованного осадка путем 
фильтрации через мембраны с размером пор 0,2 мкм 
и лиофилизация.

Выделение протективных антигенов из безми-
кробного центрифугата, не подвергавшегося концен-
трированию, проводили как описано выше, за исклю-
чением проведения процесса центрифугирования, 

Таблица 1

Показатели, полученные при концентрировании с использованием мембранных модулей с различными НОММ

Показатель

Значение показателя, полученного при использовании мембранного модуля с НОММ, кДа

10 20 30 50 100

Ц Ф К Ц Ф К Ц Ф К Ц Ф К Ц Ф К

Активность О-АГ в РИД с О1-сывороткой,  
обратный титр

4 0 64 4 0 64 4 0 64 4 0 64 4 0 64

Активность ХА в РИД с АХС, обратный титр 2 0 32 2 0 32 2 0 32 2 0 32 2 1 4

Средняя удельная скорость фильтрации, дм3/м2/час 13 21 34 39 62

Примечание . Ц – безмикробный центрифугат, Ф – фильтрат, К – концентрат.

Таблица 2

Сравнительные показатели сухих препаратов О-АГ и ХА, полученных по регламентной технологии  
и с использованием мембранных модулей с различными НОММ

Показатель

Значение показателя, полученного по
Нормируемое  

значение  
показателярегламентной  

технологии

экспериментальной технологии  
при использовании мембран с НОММ, кДа

10 20 30 50

Объем безмикробного центрифугата, дм3 550 10 10 10 10 –

Активность препарата: 
по ЕС 6000 6000 5500 6000 6000 ≥2000
в РНГА с О1-сывороткой, обратный титр 256 252 300 264 264 ≥100

Вес препарата, г 122 2,5 2,6 2,5 2,4 “

Примечание . «–» – требования отсутствуют.
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осуществляемого на производственной центрифуге 
СГО-100 при 15000 g. Определенные показатели ка-
чества сухих препаратов представлены в табл. 2. 

Анализируя данные, представленные в табл. 2, 
можно сделать выводы, что значения показателей 
сухих препаратов О-АГ и ХА, приготовленных по 
экспериментальной технологии, соответствуют нор-
мируемым и значимо не отличаются друг от друга, 
а выход (по соотношению веса сухого полуфабрика-
та на объем безмикробного центрифугата) незначи-
тельно превышает значения показателей препаратов 
О-АГ и ХА, полученных по регламентной техноло-
гии. Следует отметить, что в реализованном экспе-
рименте количество сульфата аммония, затраченного 
на осаждение по регламентному способу, составило 
334,4 кг, а по предлагаемому – 0,608 кг, т.е. в 10 раз 
меньше, исходя из объемов препаратов, подвергае-
мых осаждению.

Ранее нами [2] было показано, что процесс уль-
трафильтрации возможно интенсифицировать путем 
проведения процедуры «сканирования» давления. 
Для повышения эффективности процесса концен-
трирования ХА и О-АГ были проведены исследова-
ния по выбору рационального соотношения давле-
ния на входе и выходе фильтрационной установки. 
Проведенные исследования показали, что оптималь-
ными параметрами для концентрирования ХА и 
О-АГ являются давление на входе равное (2,5±0,1) 
и на выходе (0,5±0,1) кгс/см2 соответственно, что 
совпало с обоснованными параметрами при концен-
трировании О-АГ штамма V. cholerae М-41 Огава 
[1]. Установленные параметры позволили увеличить 
среднюю удельную скорость фильтрации с 39 до 
58 дм3/м2/час при сохранении показателей качества 
определенных ранее. 

В ряде работ [1, 3, 4] показано, что с повышени-
ем температуры скорость процесса фильтрации воз-
растает. В связи с этим для дальнейшей оптимизации 
процесса фильтрации, важное значение приобретали 
исследования по изучению температурных режимов 
концентрирования и их влияния на качество полу-
продуктов.

Дополнительно к ранее исследованному про-
цессу фильтрации при температуре (8±2) °С, апро-
бировано два температурных режима проведения 
концентрирования ХА и О-АГ – (20±2) и (37±2) °С. 
Средняя удельная скорость фильтрации составила: 
при температуре (20±2) °С – 56 дм3/м2/ч и (37±2) °С –  

72 дм3/м2/ч. Активность лиофилизированных препара-
тов, как следует из данных табл. 3, полученных в экс-
перименте, соответствовала нормируемым значениям 
и существенно не отличалась от активности препара-
тов, полученных по регламентной технологии.

Таким образом, нами разработана эксперимен-
тальная технология концентрирования ХА и О-АГ 
штамма V. cholerae 569В Инаба из безмикробного 
центрифугата методом тангенциальной ультрафиль-
трации, которая позволяет снизить количество суль-
фата аммония, используемого для осаждения до 10 
раз и получать препараты с показателями качества, 
отвечающими требованиям нормативной документа-
ции. Является перспективным применение разрабо-
танной технологии в производственном процессе по-
лучения вакцины холерной бивалентной химической 
таблетированной. 
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Таблица 3

Сравнительные показатели сухих препаратов О-АГ и ХА, полученных при различных температурах фильтрации  
и по регламентной технологии

Показатель

Значение показателя, полученного по
Нормируемое  

значение  
показателярегламентной  

технологии

экспериментальной технологии при различных 
температурах фильтрации, °С

20±2 37±2

Активность препарата
по ЕС 6000 6000 6500 ≥2000
в РНГА с О1-сывороткой, обратный титр 256 264 256 ≥100


