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ляют  0,05 М и 0,025 М растворы  кислоты серной и  смесь
0,05 М раствора кислоты серной  с этиловым  спиртом
96% -ой концентрации в соотношении 20 : 1.

На стартовую линию хроматографической пластин-
ки в виде точки наносят 0,01-0,02 мл 2,5% растворы
исследуемых веществ. Пластинку с нанесенными про-
бами высушивают сушильном шкафу при 1000С, затем
помещают в камеру, предварительно насыщенную па-
рами растворителей и хроматографируют восходящим
методом. Длина пробега растворителей 10 см. После
хроматографирования пластинку вынимают и высу-
шивают до полного удаления растворителей при тем-
пературе 1000С в течение 5 минут.  Последующее де-
тектирование осуществляют  путем помещения хро-
матографической пластинки в камеру, насыщенную
парами йода. При этом в зонах обнаружения веществ
появляются желтые или коричневые пятна овальной
формы. Результаты исследования приведены в табли-
цах 1,2,3.

Из результатов, приведенных в таблицах 1,2 и 3 вид-
но, что предложенные системы растворителей позволя-
ют четко идентифицировать исследуемые вещества.

Значения Rf приведенные в таблицах представляют
собой среднее значение трех испытаний.

Результаты и обсуждение. В процессе хроматог-
рафического исследования происходит четкая иден-
тификация  анализируемых веществ, что позволяет ис-
пользовать разработанную методику в практической
фармации.

Выводы.
Разработана методика  идентификации дифенгидра-

мина гидрохлорида, прокаина и сульфацил-натрия с по-
мощью тонкослойной хроматографии с применением
нетоксичных систем растворителей.
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Система 
растворителей 

Вещество Значение 
Rf 

1.0,05 М  раствор  
кислоты серной 

дифенгидрамина 
г/х 

0,27-0,30 

2.0,025 М  раствор  
кислоты серной 

дифенгидрамина 
г/х 

0,23-0,27 

3. 0,05 М  раствор 
серной кислоты – 
спирт этиловый 

96% ( 20:1 ) 

дифенгидрамина 
г/х 

0,25-0,28 

 

Таблица 1 - Результаты хроматографического
исследования  дифенгидрамина гидрохлорида

Таблица 2 - Результаты хроматографического
исследования прокаина

 Система 
растворителей 

          Вещество   Значение        
        Rf  

1.0,05 М  раствор  
кислоты серной 

прокаин 0,41 – 0,44 

2.0,025 М  раствор  
кислоты серной 

прокаин 0,39 – 0,41 

3. 0,05 М  раствор 
серной кислоты – 
спирт этиловый 

96% ( 20:1 ) 

прокаин 0,45 – 0,48 

             Таблица 3 - Результаты хроматографического
исследования сульфацил-натрия

Система 
растворителей 

Вещество Значение 
Rf 

1.0,05 М  раствор  
кислоты серной 

сульфацил-
натрий 

0,77-0,80 

2.0,025 М  раствор  
кислоты серной 

сульфацил-
натрий 

0,74-0.76 

2.0,05 М  раствор  
кислоты серной  – 
спирт этиловый 

96% ( 20:1 ) 

сульфацил-
натрий 

0,76-0,79 

 

Введение. 6-метил-2-этил-3-оксипиридинин - про-
изводное 3-оксипиридина, структурный аналог витами-
на В6, который играет важную роль в жизнедеятельнос-
ти организма и выполняет роль физиологического ан-
тиоксиданта. Широкий спектр биологического действия
производных 3-оксипиридина обусловлен их способно-
стью эффективно ингибировать свободно-радикальное
окисление липидов биомембран и других макромолекул
[1]. Данные свойства позволяют рассматривать их как
защитный агент при действии на организм ряда повреж-

ОПРЕДЕЛЕНИЕ 6-МЕТИЛ-2-ЭТИЛ-3-ОКСИПИРИДИНА В ПЛАЗМЕ КРОВИ МЕТОДОМ
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дающих факторов в качестве мембрано- гепато- и ге-
ропротектора. Препараты на основе 3-оксипиридина
нашли широкое применение в медицинской практике
как средства обладающие антиоксидантными, антиги-
поксическми, ангио- и нейропротекторными свойства-
ми. В настоящее время зарегистрированными и широко
применяющимися лекарственными препаратами на ос-
нове 6-метил-2-этил-3-оксипиридинина являются Эмок-
сипин и Мексидол.

Цель. Разработка методики количественного опре-
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деления 6-метил-2-этил-3-оксипиридинина в плазме
крови методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии.

Материал и методы исследования. В качестве ана-
лизируемого соединения использовали субстанцию эмок-
сипина - 6-метил-2-этил-3-оксипиридинина гидрохло-
рид (производства РУП "Белмедпрепараты") [2].

Для исследований и отработки методики экстракции
использовали плазму крови кролика. Кровь у животных
отбирали из ушной вены в предварительно гепаринизи-
рованные пробирки. Плазму крови получали центри-
фугированием при 3000 об./мин. в течение 15 мин.

Твердофазную экстракцию 6-метил-2-этил-3-окси-
пиридинина из плазмы крови осуществляли на колон-
ках С2 (Agilent) c использованием вакуумного экстрак-
тора фирмы Agilent. Колонку предварительно активи-
ровали пропусканием через нее 2 мл метанола и конди-
ционировали 2 мл деионизованной воды, затем пропус-
кали 1 мл плазмы. После пропускания образца колонку
промывали 2 мл деионизованной воды. Элюирование
проводили 1 мл метанола. Элюированную фракцию объе-
мом 20 мкл вводили в ВЭЖХ систему.

Оборудование: хроматографический анализ содер-
жания 6-метил-2-этил-3-оксипиридинина выполняли на
жидкостном хроматографе модели Varian, оснащенном
трехканальным насосом, флуоресцентным детектором,
термостатом и инжектором.

Хроматографические условия: для хроматографичес-
кого разделения использовали колонку XBridge C18
250·4,6 мм, 5 мкм (Waters, Ireland) c предколонкой C18
(Waters). Подвижная фаза 30% метанол: 0,3% раствор
триэтиламина, рН 9,0. Скорость потока - 1 мл/мин. Тем-
пература 300С. Объем петли инжектора - 20 мкл. Детек-
тирование осуществляли на флуоресцентном детекто-
ре, длина волны возбуждения - 300 нм, длина волны де-
тектирования - 400 нм.

Результаты и обсуждение. Разработана методика
количественного определения 6-метил-2-этил-3-окси-
пиридинина в плазме крови методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с применением флуо-
ресцентного детектора. Методика проста, селективна и

чувствительна. Предел обнаружения составляет 10 нг/
мл, предел количественного определения - 50 нг/мл.

При оценке избирательности, с целью определе-
ния степени влияния эндогенных компонентов плаз-
мы крови на хроматографирование производных 6-
метил-2-этил-3-оксипиридинина, были проанализиро-
ваны образцы плазмы крови, не содержащие исследу-
емого соединения от различных животных. На полу-
ченных хроматограммах отсутствовали пики, совпа-
дающие со временем удерживания пика анализируе-
мого соединения. На Рис. 1 представлены хроматог-
раммы образцов плазмы не содержащие 6-метил-2-
этил-3-оксипиридинин (бланк) и с его добавлением в
концентрации 1000 нг/мл.

Степень извлечения 6-метил-2-этил-3-оксипириди-
нина составляет в среднем 95 % для диапазона концент-
раций от 50 до 3000 нг/мл. Калибровочная зависимость в
этом диапазоне концентраций носит линейный харак-
тер и  описывается уравнением у = 0,0846х + 2,6685. Ко-
эффициент корреляции R2 = 0,999. В условиях анализа
время удерживания исследуемого соединения составля-
ет около 8 мин, время прохождения одной хроматог-
раммы 10 мин.

Выводы.
Таким образом, разработан эффективный и чувстви-

тельный метод количественного определения 6-метил-
2-этил-3-оксипиридинина в плазме крови, способный
применяться в исследованиях фармакокинетики лекар-
ственных препаратов, производных 3-оксипиридина.
Степень извлечения анализируемого соединения состав-
ляет не менее 95%, пробы характеризуются высокой
чистотой.
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Рис. 1. Хроматограмма образца плазмы крови без 6-метил-2-этил-3-оксипиридинина (нижняя) и с его
добавлением в концентрации 1000 нг/мл (верхняя).




