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Вступ

Серед великої кількості пси-
хотропних лікарських засобів ши-
рокої популярності набули бар-
бітурати [1; 2]. Заміна кисню на
сірку при атомі вуглецю в поло-
женні 2 молекули барбітуратів
приводить до утворення похід-
них тіобарбітурової кислоти. Ак-
тивність і ефективність дії цієї
групи ліків багато в чому зале-

жить від таких факторів, як їхній
метаболізм і фармакокінетика в
організмі. Шляхи біотрансфор-
мації та розподілу в організмі по-
хідних барбітурової кислоти дос-
татньо вивчені [1; 3], однак прак-
тично відсутні подібні дослі-
дження для тіобарбітурової кис-
лоти та її похідних. Для кількісної
оцінки процесів розподілу та ме-
таболізму ліків в організмі пер-
шим кроком є виділення й іден-

тифікація фізіологічно активних
сполук і продуктів їх біотранс-
формації з біосубстратів. Дво-
фазна рідинно-рідинна екстрак-
ція є найбільш розповсюдженим
методом екстракції з біологічних
зразків лікарських засобів, що
дозволяє виділити вихідні спо-
луки та їхні вільні метаболіти [4].
Для створення оптимальних
умов екстракції лікарських речо-
вин із біологічних середовищ
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фологічної структури внутрішніх
органів.

2. Лікування ураженої печін-
ки за допомогою фітозасобів
сприяє послабленню токсичної
дії ксенобіотика та запобігає роз-
витку дистрофічних і деструктив-
них процесів у цьому органі.

3. Отримані результати під-
тверджують попередні дослі-
дження стосовно доцільності за-
стосування лікарських рослин у
комплексній терапії цукрового
діабету ІІ типу, ускладненого
стеатогепатитом [4].
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найчастіше використовуються
модельні досліди (in vitro) з по-
дальшим розрахунком метроло-
гічних характеристик [4].

Метою даної роботи були роз-
робка й оптимізація методів екс-
тракції з біологічних середовищ
аналогів мічених радіоактивним
ізотопом [14С] похідних тіобарбі-
туратів і вивчення процесів їх
метаболізму в організмі щурів.

Матеріали та методи
дослідження

Досліджувані сполуки 14С-2-
(β-діетиламіно)-етилмеркапто-
5-ізопропіл-3,4-дигідропіриміди-
но-6-он-4 гідрохлорид (I) і 14С-5-
ізопропіл-2-тіобарбітурова кис-
лота (II) були синтезовані в
ПНДЛ-5 ОНУ ім I. I. Мечникова.
Питома активність I і II дорівню-
вала 0,77 і 1 Кі/моль відповідно.
У модельних експериментах (in
vitro) дані сполуки додавали до
1 мл нативної сечі щурів лінії
Вістар, у дослідах іn vіvo щурам
уводили внутрішньочеревинно
сполуки дозою 50 мг/кг. Зразки
сечі збирали протягом 2 діб. До-
даванням ацетатного (рН 2–3),
фосфатного (рН 5–6) і бікарбо-
натного (рН 10) буферів зміню-
вали рН проб. Екстракцію віль-
них метаболітів здійснювали
хлороформом при співвідно-
шенні зразка та розчинника
1 : 3. Вимірювання загального
радіоактивного матеріалу в до-
сліджуваних пробах проводили
методом рідинної сцинтиляцій-
ної фотометрії на сцинтиляцій-
ному фотометрі Сambera Pak-
kard Trі Carb 2700 TR (США).

Для вивчення метаболізму да-
ні сполуки вводили щурам лінії
Вістар масою 180–200 г внутріш-
ньочеревинно дозою 200 мг/кг.
Сечу збирали протягом 24 год до-
сліду, сполуки екстрагували хло-
роформом при оптимальних рН і
наносили на хроматографічні
пластини “Sіlufol U-254”. Після по-
переднього очищення проб від
коекстрактивних речовин у CCl4
хроматографуванням до нижньо-
го краю пластинки, здійснюва-
ли зонну радіохроматографію в
протилежному напрямку в сис-
темі хлороформ — спирт при

співвідношенні 9 : 4. Екстракцію
з хроматографічної пластинки
розділених сполук виконували
ацетоном і визначали структуру
вихідних сполук і їхніх мета-
болітів на мас-спектрометрі “Va-
rіan Mat 112” (СШA) при енергії
іонізуючих електронів 50 еВ, max
емісії 1,5 мA.

Результати дослідження
та їх обговорення

Для вивчення кінетики розпо-
ділу досліджуваних сполук I і II
у дослідах іn vіtro між органічною
та водною фазами до зразків
сечі експериментальних тварин,
що містять радіоактивні зразки,
додавали буфер, змінюючи тим
самим рН розчину, і здійснюва-
ли п’ятикратну екстракцію хло-
роформом. Дані дослідження до-
зволяють визначити оптимум рН,
при якому відбувається най-
більш повна (за кількісними ха-
рактеристиками) екстракція віль-
них метаболітів і відділення їх
від водорозчинних і зв’язаних із
білком. Результати проведеного
дослідження подано в табл. 1 і
на рис. 1.

Як видно з наведених резуль-
татів, кінетика загального радіо-
активного матеріалу в хлоро-
формних екстрактах сечі щурів
при кислотній і нейтральній ре-
акції є моноекспоненціальною,
процес характеризується досить
високою ефективністю перехо-

ду речовин в органічну фазу. Кі-
нетика екстракції сполук орга-
нічним розчинником при рН 10
була нелінійною та характери-
зувалася найменшим їх вмістом
в органічній фазі.

Регресійний аналіз залежнос-
ті між значенням величин вмісту
препарату і кількістю екстракцій
(n) визначали методом наймен-
ших квадратів зважених величин
логарифмів вмісту 14С-продуктів.
Формальний апарат розрахунків
метрологічних параметрів дво-
фазної рідинно-рідинної екстрак-
ції наведено у роботі [4]. Цей ал-
горитм дозволяє визначити кон-
станту розподілу речовини між
фазами (К) і кількість необхідних
екстракцій (n) для 95–99%-ї екс-
тракції сполук із водної фази при
заданому співвідношенні об’ємів
фаз (П). Дані аналізу подано в
табл. 2.

Результати модельних експе-
риментів показали (див. табл. 2),
що оптимум рН для екстракції до-
сліджуваних сполук лежить у ме-
жах рН 3–6. Можна виділити з
водного розчину двократною екс-
тракцією хлороформом 95 % екс-
трагованих сполук органічним
розчинником при співвідношенні
водної й органічної фази 1 : (9–
15).

Модельні експерименти з
одержання метрологічних харак-
теристик процесу екстракції ви-
хідних сполук є лише початко-

Таблиця 1
Вміст радіоактивного матеріалу у хлороформних екстрактах

сечі щурів (досліди іn vіtro), С, імп⋅⋅⋅⋅⋅103/(хв⋅⋅⋅⋅⋅мл)

n pH 2–3 pH 5–6 pH 10
C C C

I
1 242,80±7,57 166,00±14,94 44,35±1,99
2 112,40±5,17 91,10±2,73 40,13±1,92
3 60,50±5,44 55,80±4,47 26,90±2,47
4 37,80±1,89 30,60±2,81 44,35±6,20
5 22,20±2,16 24,60±1,84 26,90±2,28

II
1 463,70±19,47 140,60±14,20 29,70±1,49
2 175,80±101,95 82,70±3,97 18,00±0,68
3 95,80±9,67 53,60±4,88 16,30±1,34
4 41,80±5,22 29,50±2,74 46,60±7,46
5 24,80±3,37 14,60±1,39 12,10±1,03
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редовищі. Кінетика вмісту вихід-
них сполук та їхніх метаболітів
у хлороформних екстрактах по-
дана на рис. 2.

Як видно з наведених резуль-
татів на рис. 2, залежність лога-
рифма вмісту загального радіо-
активного матеріалу в хлоро-
формних екстрактах від їхньої
кількості лінійна, що дає мож-
ливість здійснити регресійний
аналіз. Отримані параметри ана-
лізу були використані для роз-
рахунку метрологічних характе-
ристик і здійснення оптимізації
процесу екстракції. Результати
розрахунків наведені в табл. 3.

На підставі метрологічних ха-
рактеристик процесу екстракції
було зроблено висновок про те,
що оптимальними умовами для
екстракції сполуки I і її метаболітів
є кислотне середовище (рН 2–3)
і дворазова екстракція при спів-
відношенні 1 : 18 біопроби й ор-

вим етапом методичних розро-
бок у фармакокінетиці. Найіс-
тотнішим фактором, що змінює
фізико-хімічні характеристики ви-
хідних сполук, є їх біотрансфор-
мація в організмі експеримен-
тальних тварин [5]. Крім того, у
біологічних субстратах фазовий
стан не ідентичний такому в мо-
дельних експериментах, тому на-
ступним кроком у розробці ме-

тодів були дослідження кінети-
ки екстракції загального радіо-
активного матеріалу з добової
сечі щурів після введення їм
досліджуваних сполук. У зв’яз-
ку з неефективністю екстракції
органічним розчинником сполук
при рН 10 (див. табл. 1 і рис. 1),
у подальшому вивчалася кіне-
тика процесу екстракції тільки в
кислотному та нейтральному се-

Таблиця 2
Кінетичні параметри двофазної екстракції сполук I і II залежно

від рН розчину в модельних експериментах in vitro

  Кінетичні                         I                       II
 параметри рН 2–3 рН 5–6 рН 2–3 рН 5–6

ln C0 12,88±0,22 12,43±0,01 13,76±0,06 12,44±0,02
tgα 0,590±0,006 0,490±0,004 0,77±0,03 0,550±0,007
K 0,280 0,230 0,386 0,246
n0,95

 
при П=3 4,91 5,76 3,88 5,42

П при n=2 12,4 15,09 8,99 14,11

Рис. 1. Кінетика екстракції хлороформом сполук І і ІІ
залежно від рН розчину в модельних експериментах in vitro
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ганічного розчинника. Для сполу-
ки II і продуктів її біотрансфор-
мації — рН 5–6 і співвідношен-
ня 1 : 17.

Наведені вище результати
використовувалися в подаль-
ших дослідженнях фармакокіне-
тики та біотрансформації дослі-
джуваних препаратів. Викорис-
тання методів екстракції, очи-
щення від коекстрактивних ре-
човин із подальшим розділенням
та ідентифікацією структури за
допомогою методів тонкошаро-
вої зонної радіохроматографії та
мас-спектрометрії [6] дозволяє
вивчати основні напрямки біо-
трансформації сполук.

Результати виділення, очи-
щення та радіохроматографіч-
ного аналізу сполук I і II подані
на рис. 3 і 4.

Радіохроматографічний ана-
ліз (див. рис. 3) показав наяв-
ність вихідної сполуки — 14С-I
з Rf 0,25 і двох піків метаболітів
із Rf 0,54 і Rf 0,85. Мас-спект-
рометричний аналіз свідчить, що
метаболітами сполуки 14С- I є

Таблиця 3
Метрологічні характеристики методу двофазної екстракції

хлороформом похідних тіобарбітуратів зі зразків екстрактів сечі щурів

        Кінетичні                                  I                                 II
       параметри рН 2–3 рН 5–6 рН 2–3 рН 5–6

ln C0 12,45±0,04 12,16±0,01 12,56±0,01 12,37±0,02
tgα 0,45±0,02 0,390±0,005 0,48±0,02 0,530±0,006
K 0,165 0,205 0,194 0,135
n0,95 при П=3 7,43 6,24 6,51 7,50
П при n=2 21,04 16,93 18,27 26,71

тіобарбітурова кислота (II) і про-
дукт її біотрансформації —
5-ізопропілбарбітурова кислота
(III).

Радіохроматограма вільних
метаболітів 14С-II демонструє
(див. рис. 4) наявність вихідної
сполуки з Rf 0,38 і піка з Rf 0,77,
що відповідає ізопропілбарбіту-
ровій кислоті (III). Необхідно від-
значити, що процес заміни сірки
на кисень є характерною рисою
процесів метаболізму похідних
тіобарбітурової кислоти і тіобар-
бітуратів [7].

Висновки

1. Оптимальними умовами
для екстракції сполуки I та її ме-
таболітів є рН 2–3 і дворазова
екстракція хлороформом при
співвідношенні 1 : 18 біопроби
й органічного розчинника. Для
сполуки II і продуктів її біотранс-
формації — рН 5–6 і співвід-
ношення 1 : 17.

2. Продуктами біотрансфор-
мації сполуки I в організмі екс-
периментальних тварин є тіо-

Рис. 4. Радіохроматограма хлороформних екс-
трактів сечі щурів у системі хлороформ — етанол
(9 : 4) при введенні експериментальним тваринам
14С-ІІ

Рис. 3. Радіохроматограма хлороформних екс-
трактів сечі щурів у системі хлороформ — етанол
(9 : 4) при введенні експериментальним тваринам
14С-І
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барбітурова кислота і продукт
її біотрансформації — 5-ізопро-
пілбарбітурова кислота.
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