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В течение последних десятилетий наблюдается стремительный рост в обла-
сти фундаментальных и прикладных исследований гипохлорита, изучения его хими-
ко-биологических свойств и практического применения. Актуальными являются во-
просы окислительного превращения биологически активных веществ под действи-
ем гипохлорита и изучение термодинамических и кинетических закономерностей 
этих процессов.

В настоящей работе впервые проведено кинетическое изучение реакции окис-
ления ацикловира гипохлоритом в интервале температур 0‑37°C и при различных 
концентрациях обоих реагентов в водных растворах при рН 7,4. Предложен закон 
скорости, описывающий кинетику процесса. Установлено, что порядок реакции 
по обоим компонентам равен единице. Показано, что температурная зависимость 
подчиняется уравнению Аррениуса. Определены кинетические и активационные па-
раметры реакции. Проведено масс-спектрометрическое исследование реакционной 
системы. Рассмотрен химизм окислительной трансформации ацикловира под дей-
ствием гипохлорита.

Проведенные экспериментальные исследования и полученные кинетические 
результаты являются основой для создания аналитических методик и моделирова-
ния процессов биотрансформации ацикловира.

Ключевые слова: гипохлорит, 2-амино-9-[(2-гидроксиэтокси)метил]-
1,9-дигидро-6Н-пурин-6-он, ацикловир, кинетика окисления, механизм, масс-
спектрометрия.

ВВЕДЕНИЕ

Гипохлорит широко применяют в раз-
личных отраслях науки и практики. Ана-
лиз литературных данных показывает, что 
интерес к гипохлориту в научном мире 
возрастает и число научных публикаций, 
посвященных гипохлориту, постоянно 
увеличивается.

Признание особой роли гипохлорита 
в медицине и фармации отмечено вклю-
чением его в ведущие фармакопеи мира 
(США, Европы, России, Японии и др.) не 
только в качестве реактива, но и как лекар-
ственного средства. Уникальные химико-
биологические свойства гипохлорита, ко-
торые позволяют применять его растворы 
даже инъекционно, кратко описаны ранее 
[1].

Большие перспективы применения 
гипохлорит имеет в химико-фармацевти-
ческих исследованиях, в том числе для ис-
пользования экспериментальных резуль-
татов в фармацевтическом анализе. Одна-
ко, такие исследования немногочисленны, 

что связано с недостаточной изученно-
стью данного направления.

Химико-кинетические исследования 
окислительной трансформации биологи-
чески активных веществ под действием 
гипохлорита показали, что с его помощью 
возможно качественное и количественное 
определение не только фармацевтических 
субстанций различной природы, но и их 
смесей в составе многокомпонентных ле-
карственных средств без предварительно-
го разделения [2,3].

Ацикловир – 2-амино-9-[(2-гидрокси-
этокси)метил]-1,9-дигидро-6Н-пурин-6-он 
– противовирусное лекарственное сред-
ство, которое относится к важным биоло-
гически активным веществам и является 
аналогом пуринового нуклеозида дезокси-
гуанозина, нормального компонента ДНК. 
Представляют интерес процессы окисли-
тельного превращения ацикловира под 
действием гипохлорита, моделирующего 
процессы микросомального окисления.

Цель данной работы – кинетическое 
и масс-спектрометрическое исследование 
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окислительного превращения ацикловира 
гипохлоритом в водной среде, определе-
ние кинетических и активационных пара-
метров протекающего процесса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для приготовления рабочих растворов 
использовали бидистиллированную воду. 
Рабочий раствор гипохлорита натрия (ГХ) 
с концентрацией 1,35×10−2  М готовили 
разбавлением реактива, полученного по 
описанной ранее методике [2]. Растворы 
хранили в склянках из темного стекла, 
концентрацию гипохлорита контролиро-
вали йодометрическим титрованием по 
реакции взаимодействия гипохлорита на-
трия с йодидом калия в среде концентри-
рованной серной кислоты. Выделившийся 
йод оттитровывали стандартным раство-
ром тиосульфата до исчезновения синей 
окраски – точки конца титрования (инди-
катор – крахмал).

Стандартный раствор ацикловира 
(АЦР) 1,0×10−3 М готовили из субстанции 
фармакопейной чистоты и определяли 
концентрацию методом УФ–спектроско-
пии при λ=261  нм. Остальные реактивы 
имели квалификацию «ч.д.а.» или подвер-
гались дополнительной очистке.

Реакцию изучали в растворах 0,15  М 
фосфатного буфера при рН 7,4. Для при-
готовления фосфатного буфера использо-
вали дважды перекристаллизованные из 
водных растворов дигидрофосфат калия 
(КH2PO4) и гидрофосфат натрия (Na2HPO4) 
квалификации «х.ч.». Точность установле-
ния рН растворов контролировали при по-
мощи иономера лабораторного И‑160.

Процесс окисления проводили в сте-
клянном реакторе в интервале температур 
273‑310 K. Необходимые количества рас-
творов АЦР, фосфатного буфера и воды 
(для поддержания полного объема, посто-
янного для всех экспериментов) помещали 
в реакционный сосуд и термостатировали 
на протяжении 20‑30 мин при определен-
ной температуре с точностью ± 0,1 K для 
приведения в состояние теплового равно-
весия. Отмеренное количество раствора 
окислителя, который также термостатиро-
вали при той же температуре, быстро до-
бавляли к реакционной смеси и начинали 
отсчет времени реакции.

Реакцию проводили при избытке ГХ 
(от 2,7×10−3 до 13,5×10−3  М). Концентра-

ция гипохлорита в реакционной системе 
находилась в пределах 0,03‑0,06 %, соот-
ветствуя таким образом терапевтической 
концентрации вводимого внутривенно 
раствора гипохлорита натрия [4]. Добавка 
в реакционную систему избытка фенола 
(6,4×10−1  М) вызывала мгновенную оста-
новку реакции. Концентрацию продуктов 
реакции взаимодействия АЦР и ГХ опре-
деляли на спектрофотометре СФ–46 при 
длине волны 630 нм. 

Стехиометрию реакции определяли по 
описанному в литературе подходу [5]. Для 
этого были проведены различные серии 
экспериментов с различными концентра-
циями ГХ и АЦР при условии СГХ  ≥  САЦР. 
Стехиометрию реакции устанавливали пу-
тем приведения в состояние равновесия 
реакционной смеси, состоящей из NaOCl 
и АЦР, и определения через 24 часа после 
начала реакции при  температуре ~  20°C 
непрореагировавшего гипохлорита.

Растворы с реакционной смесью ис-
следовали на жидкостном квадрупольном 
хроматомасс-спектрометре LCMS-2020 
(Shimadzu) в режиме прямого ввода про-
бы. Исследование масс-спектров проводи-
ли в режиме отрицательной ионизации при 
температуре нагрева линии десольватации 
250°C и разности потенциалов детектора 
на уровне 1,2 кВ. Азот использовался как 
высушивающий газ и газ-распылитель при 
скорости потока 15,0 и 1,5 л/мин, соответ-
ственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные экспериментальные ре-
зультаты окисления АЦР гипохлоритом 
в реакционной системе в интервалах кон-
центраций АЦР (1,0-9,0)×10−5  моль/л и 
ГХ (1,4‑8,1)×10−3  моль/л и температурах 
0‑37˚С были использованы для определе-
ния порядка реакции, скорости и констан-
ты скорости химической реакции, а также 
зависимости скорости реакции от темпе-
ратуры и подчинение этой зависимости 
уравнению Аррениуса.

Для определения кинетическо-
го порядка реакции по субстрату и по 
окислителю исследовали зависимость 
скорости реакции окисления от кон-
центрации ацикловира и гипохлори-
та. Зависимость скорости реакции от 
концентрации АЦР (при рН  7,4, 20°C, 
[ГХ]=6,8×10−3  моль/л) и от концентра-
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ции ГХ (при [АЦР]=5,0×10-5 моль/л, 
рН 7,4, 20°C) представлена в таблице 1. 
Установлено, что порядок реакции по 
обоим компонентам равен единице.

Из таблицы 1 видно, что скорость ре-
акции взаимодействия АЦР с ГХ в указан-
ных интервалах концентраций реагиру-
ющих веществ заметно изменяется. При 

этом константа скорости в условиях реак-
ции, при изменении концентрации реаген-
тов, остается постоянной в пределах экс-
периментальных ошибок.

Из температурной зависимости кон-
станты скорости определены параметры 
активации данной реакции в водной среде 
(табл. 2). 

[АЦР]0, моль/л [ГХ]0, моль/л W, моль/(л×с) k, л/(моль×с)
1,0×10−5 6,8×10−3 1,09×10−7 1,61
2,0×10−5 6,8×10−3 2,25×10−7 1,67
3,0×10−5 6,8×10−3 3,42×10−7 1,69
4,0×10−5 6,8×10−3 4,58×10−7 1,70
5,0×10−5 6,8×10−3 5,75×10−7 1,70
6,0×10−5 6,8×10−3 6,92×10−7 1,71
7,0×10−5 6,8×10−3 8,08×10−7 1,71
8,0×10−5 6,8×10−3 9,25×10−7 1,71
9,0×10−5 6,8×10−3 1,04×10−6 1,71
5,0×10−5 1,4×10−3 1,14×10−7 1,69
5,0×10−5 2,7×10−3 2,29×10−7 1,69
5,0×10−5 4,1×10−3 3,45×10−7 1,70
5,0×10−5 5,4×10−3 4,61×10−7 1,71
5,0×10−5 6,8×10−3 5,75×10−7 1,70
5,0×10−5 8,1×10−3 6,94×10−7 1,71

kср=(1,70±0,03) л/(моль×с)

Таблица 1 – Результаты зависимости скорости и константы скорости реакции от 
изменения концентрации АЦР и ГХ при рН 7,4 и температуре 20°C

Таблица 2 – Кинетические и активационные параметры реакции окисления ацикловира 
гипохлоритом при рН 7,4, температура 37°C

Рисунок 1 – Масс-спектр АЦР до прибавления гипохлорита

k×102, 
М-1×с-1

Ea,
кДж/моль

ΔH≠, кДж/моль ΔS≠, 
Дж×моль-1×K-1

ΔG≠, 
кДж/моль

356 25,94 23,37 −159,32 72,76

Далее мы продолжили эксперимент и 
провели масс-спектрометрические иссле-
дования продуктов реакции на жидкост-
ном квадрупольном хроматомасс-спектро-
метре Shimadzu LCMS-2020. Исследова-
ние масс-спектров проводилось в режиме 
прямого ввода пробы при отрицательной 
ионизации.

По результатам проведенных масс-

спектрометрических исследований было 
установлено, что во всех случаях детек-
тируется несколько пиков, соответству-
ющих различным промежуточным про-
дуктам превращения АЦР. Масс-спектры 
вещества до добавления гипохлорита и 
реакционной смеси в режиме регистрации 
отрицательных ионов представлены на ри-
сунках 1 и 2, соответственно.
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Рисунок 2 – Масс-спектр реакционной смеси АЦР и ГХ в режиме регистрации 
отрицательных ионов

Таблица 3 – Результаты масс-спектрометрического анализа реакционной смеси
Номер пика m/z I, % Структурная формула

1 81 16 X1

2 161 12 N

N

ONa

H2N

O

O

3 224 17
N

N N

N

O

H2N

O
HO

H

4 247 22 X2

5 262 26
N

N N

H
N

ONa

H2N

O
HO

O

6 280 100 N

N N

H2N

ONa

H2N O OH

O

O

7 282 71
N

N N

N

ONa

H2N O ONa

O

8 314 13
N

N N

H2N

ONa

H2N
O

OH

O

Cl

O

9 360 16 X3

10 404 9 X4

Х1-Х4 – неидентифицированные пики.
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В таблице 3 приведены результаты 
расшифровки структуры соединений, от-
вечающих пикам с разным соотношением 
m/z, с помощью специальной программы, 
описанной в работе [6]. 

Восстановление гипохлорит-иона до 
хлорид-иона требует присоединения двух 

электронов и двух протонов:
OClˉ + 2ē + 2H+=Clˉ+H2O          (I)

В согласии с проведенным экспери-
ментом для окисления 1 моля АЦР требу-
ется 5 моль ГХ. Соответственно реакция 
окисления АЦР под действием ГХ описы-
вается уравнением: 

H
N ONa

O

+ 5NaOCl
+ 2NaOH

- 4NaCl
- 2H2O
- NH2Cl

O

(II)
1
2 3 4

56 7
89

N

N N

N

O

H2N O OH

H
N

N

ONa

H2N

O

O

NaO

O

С учетом результатов эксперимента, 
масс-спектрометрического исследования 
реакционной смеси и анализа литератур-
ных данных о превращениях производных 
гуанина  [7] механизм реакции (II) можно 
представить следующим образом. Первич-
ным продуктом взаимодействия ГХ с АЦР 
в водной среде в слабощелочном растворе 
является 8-оксоацикловир (пик 5), кото-
рый подвергается дальнейшему окисле-
нию ГХ с образованием серии продуктов 
расщепления гетероциклической системы 
гуанина. 

Насыщение сопряженной π-электрон-
ной системы по двойной связи С4=С5 при-
водит к быстрому исчезновению харак-
терного ультрафиолетового поглощения 
в области λmax=261 нм. После образования 
4,5-диоксиацикловира происходит гидро-
литическое расщепление по связи С4–С5 
(пики 6 и 8) с образованием аминоаллок-
сана (пик 2) и производного мочевины, 
последнее окисляется с выделением хло-
рамина. Продукт окисления – хлорамин – 
определяли по интенсивности максимума 
поглощения в УФ-спектре при λ=244 нм 
[8] или путем дериватизации с оксиаро-
матическими реагентами с получением 
характерных окрашенных продуктов вза-
имодействия. 

Таким образом, в эксперименте в усло-
виях близких к внутренней среде организ-
ма (при рН 7,4 и температуре 37°C) окис-
ление АЦР происходит довольно быстро. 
Проведенный эксперимент позволяет сде-
лать вывод о том, что in vitro гипохлорит 
в апробированных в медицинской прак-
тике концентрациях (0,03‑0,06  %) может, 

разрушая структуру ацикловира, с одной 
стороны, изменять его фармакологиче-
скую активность, с другой стороны - слу-
жить антидотом в клинической практике 
при передозировке или отравлении ле-
карственными средствами, содержащими 
АЦР и другие вещества.

На основании результатов проведен-
ных исследований разработаны ориги-
нальные методики определения АЦР в ин-
дивидуальном виде и в комбинированных 
лекарственных средствах без предвари-
тельного разделения и концентрирования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследования кинетиче-
ских закономерностей процесса окисле-
ния ацикловира гипохлоритом и изучение 
механизма этой реакции подтверждают 
сложный ступенчатый характер окисли-
тельного превращения и образование не-
скольких промежуточных соединений. 
Анализ экспериментальных результатов 
позволяет провести экспериментально-те-
оретическое обоснование и предложить 
механизм химических превращений.

Полученные экспериментальные ре-
зультаты кинетических исследований могут 
быть использованы в области фармакологи-
ческих исследований с целью изучения ме-
таболизма ацикловира и предварительной 
оценки перспектив использования гипох-
лорита при передозировке или отравлении 
ацикловиром и его структурными аналогами 
и являются основой для разработки ориги-
нальных методик аналитического контроля 
его содержания в различных объектах.
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SUMMARY

G.Ju. Chaly, V.P. Heidorov
KINETIC AND MASS SPECTROMETRIC 

STUDY OF THE ACYCLOVIR 
OXIDATIVE TRANSFORMATION
Within last decades it is observed the 

exponentional growth in the field of the 
fundamental and applied researches of the 
hypochlorite, studying of its chemical and 
biological properties and practical application. 
Questions of oxidative transformation 
of biologically active compounds by 
hypochlorite and studying of thermodynamic 
and kinetic properties of these processes are 
actual.

The kinetics of oxidation reaction of 
the acyclovir by hypochlorite at various 
concentrations of reagents in aqueous media 
at рН 7,4 and temperature range 0–37°C and 
mass spectrometer research of reactionary 
system are presented. The rate law which 
describes the kinetics of the process was 
proposed. The order of the reaction with 
respect to both components was found and the 
rate constant was positioned. The temperature 
dependence of the reaction rate obeyed the 
Arrhenius equation. The activation parameters 
of reaction were found. The chemistry of 
oxidative transformation of acyclovir by 
hypochlorite was proposed.

The carried out experimental researches 
and the received kinetic results are the basis 
for the creation of analytical methods and 
modeling of the acyclovir biotransformation.

Keywords: hypochlorite, 2-amino-9-[(2-
hydroxy-ethoxy)methyl]-1,9-dihydro-6Н-
purin-6-one, acyclovir, oxidation kinetics, 
mechanism, mass-spectrometry.
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