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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

InsP6H12, I, ФК – фитиновая кислота 

TCA – трихлоруксусная кислота 

ЛС – лекарственное средство 

Кси, II – ксимедон 

ГА, III – глюкозамин 

ТА, IV – трисамин 

СОД – супероксиддисмутаза 

СРО – свободно-радикальное окисление 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

ВИЧ – вирус иммунодефицита человека 

АКМ – активные кислородные метаболиты 

НАД – никотинамиддинуклеотид 

НАДФ – никотинамиддинуклеотид-фосфат 

АФК – активные формы кислорода 

ЖКТ – желудочно-кишечный тракт 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

цАМФ –циклический аденозинмонофосфат 

НСТ-тест –тест восстановления нитросинего тетразолия 

ИЛ – интерлейкин 

ЯМР – ядерно-магнитный резонанс 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

UV-Vis – спектрофотометр с ультрафиолетовым детектором 

УФ-спектроскопия – ультрафиолетовая спектроскопия 

ИК-спектроскопия – инфракрасная спектроскопия 

D2O – дейтерированная вода 

ХЧ – химически чистый 

ТУ – технические условия 

ПМР – протонно-магнитный резонанс 

БХЛ – биохемилюминометр 
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ДК – диеновые конъюгаты 

ТК – триеновые конъюгаты 

ОШ – основания Шиффа 

ЭДТА – этилендиаминтетраацетат 

АОА – антиоксидантная общая активность 

МДАпл – малоновый диальдегид в плазме крови 

ГФ – государственная фармакопея 

НД – нормативная документация 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы. Фитиновая кислота, содержащаяся в зерновых и 

бобовых культурах (до 85% от общего содержания фосфора), семенах 

масличных культур, пыльце, клубнях, орехах, представляет интерес как 

компонент новых лекарственных средств (ЛС), поскольку проявляет 

свойства регулятора многих метаболических процессов, в том числе 

нормализации кальций-фосфорного и ионного баланса, а также является 

экзогенным антиоксидантом (P.T. Hawkins, 1993; K.-M. Lee, 2012). Доказана 

антиоксидантная и противоопухолевая активность фитиновой кислоты в 

эксперименте на животных при заболеваниях желудочно-кишечного тракта, 

молочной и предстательной желез (A.M.Shamsuddin, 1995, 1996), а также 

ингибирование перекисного окисления липидов при поражении клеток 

кишечника и печени (S. Muraoka, 2004; A. Zajdel, 2013) и регулирование 

действия ксантиноксидазы (S. Muraoka, 2004). 

Фитиновая кислота – 1,2,3,4,5,6-гексакис(дигидрофосфат) мио-инозита 

(InsP6H12, I), характеризуется 12 ионизируемыми протонами и может 

взаимодействовать как с многовалентными катионами (замещение и 

хелатирование с такими ионами металлов, как Fe
3+

, Mn
2+

, Zn
2+

, Ba
+
 и др. 

(C.Dе Stefano, 2002; A.V.F. Nielsen, 2013), протонированными аминами, так и 

с белками (C.De Stefano, 2004; S.Yu, 2012). 

Природные фитаты являются производными кислоты I, а кальциево-

магниевые соли I называют фитином (E. Graf, 1987). Плохая растворимость 

фитатов является причиной ухудшения биодоступности I как компонента 

пищи (S. Yu, 2012).  

Для повышения биодоступности фитатов их можно применять в виде 

комплексных соединений с аминами, образующимися в результате донорно-

акцепторного и нековалентного взаимодействий. Стабильность фитатов 

аминов является довольно высокой, и они способны защищать I от 

взаимодействия с кальцием в организме человека.  

Представляло интерес получить новые лекарственные средства на 

основе комплексов фитиновой кислоты и аминов-метаболиков широкого 

спектра действия. Были выбраны: ксимедон (1–(β-оксиэтил)-4,6-диметил-1,2-

дигидро-2-оксипиримидин) из классов оксопиримидинов, проявляющий 



7 

антиоксидантные, противовоспалительные и репаративные свойства; 

глюкозамин (гидрохлорид 2-амино-2-дезокси-β-D-глюкопиранозы), 

относящийся к аминосахарам и способствующий уменьшению деградации 

коллагена хряща, развивающейся в результате избыточной пероксидации 

липидов и окисления белков (M.L. Tiku, 2007); трисамин (трис-оксиметил-

аминометан) изоосмотичный плазме крови и обладающий буферными 

свойствами (М.Д. Машковский, 2012). 

Следует ожидать, что фитаты аминов способны не только обуславливать 

синергетическое антиоксидантное действие фитиновой кислоты, но и 

обеспечивать более полную коррекцию оксидативного стресса и 

метаболических процессов при различных заболеваниях, в том числе 

коллаген-ассоциированных, а также способны выполнять роль вектора 

доставки ЛВ и обуславливать хорошую биодоступность при сохранении 

других ценных свойств фитиновой кислоты. 

Степень разработанности темы. В настоящее время, исследования, 

посвященные изучению комплексообразования фитиновой кислоты с 

органическими лигандами, рассматривают только процессы взаимодействия 

фитиновой кислоты и еѐ солей с веществами, входящими в состав продуктов 

питания, а также органическими соединениями организма человека и 

животных (Carli L.D., 2009; Midorikawa K., 2001; Nielsen A.V.F., 2013; 

Thompson D.B., 1982; Veiga N., 2006; Yu S., 2012). Фитиновая кислота 

образует комплексы с белками, прочность которых зависит от рН (Lönnerdal 

B., 2002). В работах Stefano C. De (2002, 2004) изучено взаимодействие 

биогенных аминов с фитат анионом в широком интервале рН и показана 

возможность образования прочно связанных комплексов. Свободная энергия 

Гиббса (-ΔG0), рассчитанная на одну протонированную аминогруппу равна 

4,0±0,2 кДж/моль, что характеризует, главным образом, нековалентное 

взаимодействие фитиновой кислоты с биогенными аминами. Авторами 

обсуждается вклад электростатических взаимодействий, водородных связей 

при образовании комплексов и прогнозируются зависимость прочности 

комплексов от заряда аниона. 

Целью настоящей работы является исследование физико-химических и 

антиоксидантных свойств комплексов фитиновой кислоты с биологически 

активными аминами и разработка состава гидрофильного геля комплексов. 
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Для достижения поставленной цели необходимо решить следующие 

задачи: 

1) Изучение физико-химических свойств комплексов фитиновой 

кислоты и биологически активных аминов – ксимедона, глюкозамина, 

трисамина в водной среде и в твѐрдом состоянии. 

2) Разработка методов идентификации и количественного 

определения комплексов фитиновой кислоты и аминов. 

3) Оценка антиоксидантной активности комплексов фитиновой 

кислоты глюкозамина, ксимедона и трисамина по показателям 

липопероксидации, общей антиоксидантной активности и активности 

супероксиддисмутазы в исследованиях in vitro в норме и при окислительном 

стрессе. 

4) Разработка состава и лабораторной методики приготовления 

гидрофильного геля комплекса фитиновой кислоты и амина, обладающего 

наибольшей антиоксидантной активностью, исследование физико-

химических и фармакологических свойств геля в эксперименте на крысах. 

5) Разработка методов анализа компонентов геля комплекса 

фитиновой кислоты и амина и нормативной документации.  

Научная новизна. 

 Впервые получены и изучены физико-химические свойства комплексов 

фитиновой кислоты с биологически активными аминами – ксимедоном, 

трисамином и с глюкозамина гидрохлоридом. Установлено, что 

катионоидной частью комплексов являются протонированные амины, а 

инозитольный цикл фитиновой кислоты сохраненяет свою структуру при 

стехиометрии амин:фитиновая кислота в комплексах от 5:1 до 10:1. 

Экспериментально доказана высокая антиоксидатная активность комплесов 

in vitro в плазме крови человека.  

 Впервые разработан состав нового противоожогового гидрофильного 

геля комплекса фитиновой кислоты и ксимедона на основе натрия 

гиалуроната, эффективность которого доказана в эксперименте на крысах. 

 Разработаны методики анализа (идентификация и количественное 

определение) компонентов геля. 

Теоретическая и практическая значимость. Разработанные методики 

анализа компонентов противоожогового гидрофильного геля комплексов 

фитиновой кислоты и ксимедона внедрены в ООО «Созидатель». Разработан 
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проект фармакопейной статьи на новый противожоговый гель (акт внедрения 

от 15.01.2015 г.). 

Результаты диссертационных исследований используются в учебном 

процессе и научно-исследовательской работе на кафедре фармацевтической 

химии и фармакогнозии государственного бюджетного образовательного 

учреждения высшего профессионального образования «Нижегородская 

государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения 

Российской Федерации (акты внедрения от 23.12.2014 г.), Государственном 

бюджетном образовательном учреждении среднего профессионального 

образования Нижегородской области «Нижегородский медицинский базовый 

колледж» (акт внедрения от 19.12.2014 г.). 

Связь задач исследования с проблемным планом фармацевтической 

науки.  

Диссертационная работа выполнена в соответствии с тематическим 

планом научно-исследовательских работ ГБОУ ВПО НижГМА Минздрава 

России (номер государственной регистрации 01201063248) по научной 

проблеме «Разработка и исследование новых лекарственных средств на 

основе природных и синтетических веществ». 

Положения, выносимые на защиту. 

1. Результаты физико-химических исследований (ИК- УФ- 
1
Н- 

13
С- 

31
Р- 

ЯМР спектроскопия, потенциометрическое титрование, элементный анализ 

на C, N, H, P) по доказательству состава комплексов фитиновой кислоты и 

аминов – ксимедона, глюкозамина, трисамина. 

2. Результаты по установлению идентификации и количественного 

определения комплексов фитиновой кислоты и ксимедона в растворе. 

3. Оценка антиоксиданной активности комплексов фитиновой кислоты и 

аминов (ксимедона, глюкозамина, трисамина) in vitro на плазме крови 

человека. 

4. Экспериментальное обоснование оптимального состава 

гидрофильного противоожогового геля. 

5. Методика анализа компонентов гидрофильного геля комплекса 

фитиновой кислоты с ксимедоном. 

6. Результаты по разработке норм качества противоожогового 

гидрофильного геля.  
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7. Оценка репарантных свойств противоожогового геля комплекса 

фитиновой кислоты с ксимедоном. 

Достоверность научных положений и выводов базируется на 

достаточных по своему объему данных и количеству материала, 

современных методах исследования и статистической обработке данных. 

Апробация работы. Результаты диссертационной работы были 

представлены на Всероссийской молодежной научной школе «Биоматериалы 

и нано-биоматериалы: актуальные проблемы и вопросы безопасности» 

(Казань, 2012); X Всероссийской cессии молодых учѐных и студентов 

(Нижний Новгород, 2013); Восьмой национальной научно-практической 

конференции с международным участием «Активные формы кислорода, 

оксид азота, антиоксиданты и здоровье человека» (Смоленск, 2014); VI 

Международной научной конференции «Наука в современном обществе» 

(Ставрополь, 2014); Международной научно-практической конференции 

«Актуальные проблемы современной науки» (Уфа, 2015). 

Публикации. Материалы диссертации опубликованы в 4 статьях в 

отечественных журналах и в форме тезисов докладов 5 конференций. 

Личный вклад автора. Результаты, приведѐнные в диссертации, 

получены при непосредственном участии автора в проведении физико-

химических и биологических исследований комплексов фитиновой кислоты с 

аминами в растворах, в твѐрдом состоянии и в лекарственной форме. Автор 

является основным исполнителем написания публикаций по теме 

диссертации и разработке нормативной документации на предложенный 

состав геля.   

Объѐм и структура диссертации. Диссертационная работа состоит из 

введения, обзора литературы, главы, посвященной методам и объектам 

исследования, двух глав собственных исследований, выводов, списка 

литературы, включающего 184 наименований отечественных и зарубежных 

авторов и приложения. Работа изложена на 166 страницах машинописного 

текста, содержит 24 таблицы, 48 рисунков, 5 схем.  
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ГЛАВА 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

 

В настоящее время наблюдается тенденция поиска и синтеза новых 

фармацевтических субстанций и векторов доставки лекарственных веществ 

из класса сахаров, биотрансформация которых проходит через 

фосфорилирование. Производные фитиновой кислоты, являющиеся 

фосфорилированными сахарами, имеют преимущество перед другими 

лекарственными веществами природного происхождения, поскольку 

содержат до шести фосфатных групп в одном инозитном цикле. 

Фитиновая кислота образуется во время созревания семян и составляет 

60-90% от общего содержания фосфора в растениях [143]. Наиболее богаты 

этим компонентом злаковые, бобовые и масличные культуры [85].Основным 

природным источником фитина и мезоинозита, доступным в России, 

являются конопляное семя и жмых [40]. 

Фитиновую кислоту как вещество медико-биологического значения 

начали активно изучать в 70х годах XX века. В исследованиях тех лет [57, 80, 

82, 88, 154], фитин, как источник мио-инозита и шести фосфатных групп, 

позиционируется в качестве средства, регулирующего фосфорно-кальциевый 

обмен, и показан при заболеваниях, вызванных недостатком фосфора в 

организме, например способствующий улучшению деятельности нервной 

системы и корректирующий обмен в костной и соединительной ткани. В 

справочнике Д.М. Машковского [20] описана смесь кальциевых и магниевых 

солей фитиновой кислоты, под названием фитин, который показан при 

различных заболеваниях нервной системы, сосудистой гипотонии, истерии, 

неврастении, половой слабости, недостатке питания, рахите, остеомаляции, 

малокровии, туберкулезе, диатезах, скрофулезе и др.  
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1.1. Физико-химические свойства фитиновой кислоты и еѐ комплексов с 

металлами и аминами 

 

Фитиновая кислота – мио-инозитгексакисфосфат или 1,2,3,4,5,6-

гексакис (дигидрофосфат) мио-инозит является крайне реакционно-

способным веществом за счѐт наличия в структуре двенадцати подвижных 

протонов и может существовать в различных формах [158, 182]. 

O
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O
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Молекулярная формула фитиновой кислоты – C6H18O24P6, молекулярная 

масса – 660,04 г/моль. 

  1.1.1. Кислотно-основные свойства 

 

В водных растворах фитиновая кислота легко гидролизуется, образуя 

фосфаты инозита (инозит пента-(InsP5), тетра-(InsP4) и трифосфаты (InsP3)), 

которые также называют фитиновой кислотой или фитатами и содержат от 

одного до пяти остатков фосфорной кислоты (рис.1.1). В настоящее время 

все формы фитатов и фитиновой кислоты могут быть получены методом 

биотехнологического синтеза [137, 182]. 

InsP6+   HOH ↔ InsP5 +  H3PO4 (1.1) 

InsP6+ 2HOH ↔ InsP4 + 2H3PO4 (1.2) 

InsP6+ 3HOH ↔ InsP3 + 3H3PO4 (1.3) 

InsP6 + 4HOH ↔ InsP2 + 4H3PO4 (1.4) 

InsP6 + 5HOH ↔ InsP1 + 5H3PO4 (1.5) 
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Структура фитатов варьируется в зависимости от разбавления и силы 

основания.  

OPO3H2

OPO3H2

HO

HO

HO

H2O3PO

OPO3H2

OPO3H2

HO

H2O3PO

HO

H2O3PO

OPO3H2

OPO3H2

HO

H2O3PO

H2O3PO

H2O3PO

Ins(1,2,3,4,5)P5

Ins(1,2,3,5)P4 Ins(1,2,3)P3

 

Рис.1.1. Основные формы фитиновой кислоты, образующиеся при гидролизе 

фитиновой кислоты InsP6. 

 

Образованная при гидролизе фитиновой кислоты фосфорная кислота 

подвергается вторичному гидролизу преимущественно по первой ступени, 

что вносит дополнительный вклад в концентрацию протонов H3O
+
 и 

объясняет низкие значения рН водных растворов фитиновой кислоты: 

 

H3PO4 + HOH ↔ H
+
+ H2PO4

-  
(1.6)

 

H2PO4
-
+ HOH ↔ H

+
+ HPO4

2- 
(1.7)

 

 

В работе L. Oatway и T. Vasanthan [135] спомощью программы Marvin 

Molecule рассчитаны величины рКа и молекулярная структура фитиновой 

кислоты (рис. 1.2).  

Как можно судить по величинам рКа, фитиновая кислота способна 

выступать в роли высоко отрицательно заряженного аниона в широком 

диапазоне рН и, следовательно, активно взаимодействовать как с 
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многовалентными катионами, протонированными аминами, так и с белками 

[135, 158, 182]. 
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0,94

 

Рис.1.2. Величины рКа, рассчитанные для фитиновой кислоты [135] 

(Marvin Molecule). 

 

Как мы можем видеть из предложенной структуры, реакционная 

способность гидроксильных групп в составе фосфатных групп фитиновой 

кислоты не эквивалентна. По этой причине, в большинстве исследований, 

свойства фитиновой кислоты рассматривают на примере еѐ натриевой или 

калиевой соли.  

Так, на примере калиевой соли методом потенциометрического 

титрования исследованы изменения в ионизации InsP6 в работе M. Sala и D. 

Makuc [147]. В эксперименте, калиевая соль фитиновой кислоты K2H10InsP6 

выступает в роли титруемого раствора. В качестве титрантов использовали 

стандартизованные растворы NaOH и Bu4NOH. Из кривых титрования (рис. 

1.3) видно, что ионы натрия хорошо стабилизируют фитат анион. При 

использовании NaOH в качестве титранта (кривая В), значение рКа 

K2H10InsP6 более значительно в сравнении с опытом, где в роли титранта 

выступал Bu4NOH (кривая А). Дополнительное введение в систему ионов 

натрия за счѐт добавления NaCl (кривая D) показывает ещѐ большую 

кислотность. Анализ кривых титрования показывает, что K2H10InsP6 
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содержит три или четыре протона с высокой кислотностью (в среднем рКа < 

3) два со слабой (рКа 7) и четыре очень слабых кислотных протона (рКа >8). 

 

 

Рис. 1.3. Титрование 30 мл 0,000916 М раствора K2H10InsP6 0,00966 М 

раствором NBu4OH (A), 0,00946 М раствором NaOH (B) и расчетные 

значения этой кривой (C). Кривая (D) соответствует титрованию (B) в 

присутствии 1 М раствора NaCl. Параметр по оси абсцисс является число 

молей титранта на моль K2H10InsP6. 

 

Таким образом, программный расчѐт значений рКа (рис.1.2) согласуется 

с данными, полученными при анализе кривой кислотно-основного 

титрования фитиновой кислоты (рис.1.3), что позволяет рассматривать 

фитиновую кислоту в качестве как сильной, так и очень слабой кислоты (pKa 

1-9). Ряд исследователей, находит зависимость этого фактора от ионной силы 

раствора, температуры и других [59, 72, 147, 165]. В нейтральной среде 

фосфатные группы фитиновой кислоты диссоциируют лишь частично, 

приобретая один или два отрицательных заряда. Образующиеся анионы 

вместе с анионами калиевой соли InsP6 могут прочно хелатировать 

положительно заряженные ионы металлов, протонированные аминогруппы и 

др., причѐм связь этих катионов с фосфатными группами менее прочная. 
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Таким образом, фитиновая кислота является полидентатным лигандом, 

способным хелатировать катионы путем образования нескольких 

координационных связей [40]. 

 

1.1.2. Комплексы фитиновой кислоты и ионов металлов 

 

Комплексообразующие свойства фосфатных групп фитиновой кислоты 

позволяют ей активно хелатировать катионы металлов, особенно 

обладающие высоким сродством к инозитфосфатам Cu
2+

 и Zn
2+

. 

Стабильность комплексов фитиновой кислоты и катионов металлов изучена 

рядом исследователей. В работах Maddaiah V. T. (1964) предложена 

следующая последовательность катионов металлов, расположенных в 

порядке снижения прочности комплекса фитиновая кислоты и металла [123]: 

Zn
2+

> Cu
2+

> Co
2+

> Mn
2+

> Ca
2+

 

Исследования Vohra P. (1965), проводимые с использованием других 

методических подходов предлагают несколько иной ряд [170]: 

Cu
2+

> Zn
2+

> Co
2+

> Mn
2+

> Fe
3+

> Ca
2+

 

Следующая последовательность, полученная в исследовании Persson H. 

(1998), справедлива по отношению к прочности комплексов, образуемых 

ионами металлов как с фитиновой кислотой так и с низшими фосфатами 

инозита (InsP3-InsP6) при значениях pH 3-7 [139]: 

Cu
2+ 

> Zn
2+ 

> Cd
2+

 

В работе установлено, что прочность комплексов фитиновой кислоты с 

ионами металлов снижается при уменьшении количества фосфатных групп в 

составе фитиновой кислоты. Важно заметить, что для фитина биологического 

происхождения, устойчивость и минеральный состав комплекса определяется 

не только аффинностью катионов. Однако фитиновая кислота, обнаруженная 

в живых организмах, находится в них в основном в виде магниевых, 

кальциевых и калиевых солей [95]. 
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При избытке фитиновой кислоты в растворе, содержащем катионы 

металлов, преимущественно образуются водорастворимые комплексы с 

эквимолярным соотношением (1:1). В другом крайнем случае (избыток 

катионов металлов) образуются слаборастворимые и нерастворимые соли 

[165]. При этом растворимость солей фитиновой кислоты достигает 

максимальных значений как при очень низком, так и при очень высоком 

содержании катионов металлов в растворе фитиновой кислоты [58, 66, 67, 

86]. 

Одновременное присутствие катионов нескольких металлов 

способствует увеличению количества нерастворимых комплексов, т.е. они не 

конкурируют между собой за молекулу фитиновой кислоты, а связываются с 

ней все. Например, растворимость фитатов значительно снижается в 

присутствии в растворе катионов Ca
2+

 одновременно с катионами других 

металлов [73, 149, 166]. Фитиновая кислота в виде кальция фитата 

показывает большое сродство к Zn
2+

 с образованием совместных осадков 

[121, 122, 150]. Однако, в присутствии высокой концентрации ионов Zn
2+

, 

кальций способен вытеснять цинк из центров связывания фитиновой 

кислоты, при этом растворимость комплекса повышается. Таким образом, 

количество свободного Zn
2+  

прямо пропорционально концентрации Ca
2+ 

[73, 

122, 177]. Интересно, что Mg
2+

, также усиливает соосаждение Zn
2+

 с 

фитиновой кислотой, но оказывает менее выраженный эффект, чем Ca
2+

 [176-

178]. 

При взаимодействии фитиновой кислоты с ионами какого-либо одного 

металла, например марганца, кобальта, никеля, меди, олова или цинка, 

образуются нерастворимые соли, в составе которых соотношение фитиновой 

кислоты и катионов варьирует от 1:2 до 1:5. Присутствие в растворе хлорид-

ионов смещает стехиометрическое соотношение до 1:6 в следствие 

способности ионов Cl
-
 вызывать более полную депротонизацию остатков 

фосфорной кислоты [170] и повышать устойчивость образуемых комплексов 

[16].  
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Важным фактором, влияющим на растворимость солей фитиновой 

кислоты, является уровень pH среды [85, 147]. Фитаты кальция, кадмия, 

цинка и меди лучше растворимы при значениях pH ниже 4 – 5, тогда как 

фитат магния хорошо растворим как в кислой среде, так и при pH до 7,5 [58]. 

В работе M. Sala и D. Makuc [147] изучено влияние рН на процессы 

комплексообразования фитиновой кислоты с ионами железа (III). 

Установлено, что в отличие от других ионов металлов комплексообразование 

ионов Fe(III) затруднено как в сильно кислой так и в сильно щелочной средах 

(крайние точки значений рН). При низких значениях рН взаимодействию 

ионов железа, по видимому, препятствует сильное протонирование 

фитиновой кислоты, при высоких – гидратирование железа. Нерастворимые 

комплексы фитиновой кислоты с металлами осаждаются в виде аморфной 

массы, насыщенной водой (до 22 молекул воды на 1 молекулу фитата), что 

затрудняет проведение кристаллографического анализа [63]. Однако имеются 

данные по исследованию кристаллической структуры фитата железа (III), в 

результате которого установлено, что связь фосфатных групп с железом 

соизмерима по прочности с ковалентной. Осаждение комплексов начинается, 

когда от 2 до 4 ионов Fe
3+

 взаимодействуют как минимум с 4 из 6 фосфатных 

групп молекулы фитиновой кислоты [133, 169]. Теоретически, каждая 

фосфатная группа фитиновой кислоты взаимодействует с двумя ионами Fe
3+

, 

каждый из которых, в свою очередь, связан с тремя фосфатными группами 

двух разных молекул фитата [124, 133]. Константа устойчивости комплексов 

фитиновой кислоты и железа (III) довольно высока, поэтому в основе 

различных анализов на подлинность фитиновой кислоты лежат реакции с 

окрашенными солями железа [133, 161]. 

Таким образом, в настоящее время известно, что стабильность и 

растворимость комплексов фитиновой кислоты и металлов зависит от 

величины рН, природы катиона, мольного соотношения фитиновой кислоты 

и катиона, а также присутствия других соединений в растворе [16, 58, 67, 73, 

85, 122, 147, 165]. рН является важным фактором, влияющим на 
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растворимость фитатного комплекса, причем фитаты более растворимы при 

низких, чем при более высоких значениях рН. Ca
2+

, Cd
2+

 , Zn
2+

 и Cu
2+ 

соли, 

как правило, растворимы при рН ниже 4-5, в то время как Mg-фитат, 

растворим как в кислой среде, так и при рН до 7,5. В отличие от этого железа 

фитаты нерастворимы в диапазоне значений рН 1,0-3,5, а при эквимолярном 

соотношении Fe
3+

 в фитате и растворимость возрастает при рН выше 4. 

 

1.1.3. Комплексообразование фитиновой кислоты с органическими 

лигандами 

 

Образование комплексов органических кислот с органическими 

аминами в растворе протекает по более сложному механизму, чем с 

металлами, однако, основные взаимодействия можно представить донорно-

акцепторным механизмом или реакциями льюисовских кислот и оснований. 

В водных растворах большое значение имеет водородное связывание, в 

растворах фитиновой кислоты оно возможно как по типу 

внутримолекулярного, так и межмолекулярного взаимодействия. 

Межмолекулярным взаимодействием обусловлена высокая растворимость 

фитиновой кислоты в воде, которая усиливается за счѐт водородного 

связывания с водой.  

Амины, как основания Льюиса, а также протонированные амины, как 

сопряженные этим основаниям кислоты, будут взаимодействовать с 

фитиновой кислотой либо с протоном, либо с основным кислородом фитат 

аниона по типу слабого донорно-акцепторного взаимодействия. При этом 

следует учесть, в это взаимодействие могут  вносить вклад различные силы 

(связи) – Вандер-Ваальсовское притяжение (индуцированные диполи - 0,5-

1,0 ккал/моль); диполь-дипольное связывание (1,0 – 10,0 ккал/моль); ионное 

связывание (5 ккал/моль), характерное при взаимодействии фитиновой 

кислоты с протонированным амином; ион-дипольное взаимодействие (1,0-5,0 

ккал/моль). 
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Можно предположить, что такая сложная молекула, как молекула 

фитиновой кислоты, способна образовывать в водной среде Н-водородные 

комплексы, за счѐт всех указанных типов связывания. Вариантом сильного 

водородного связывания с максимальным протонирование донорного атома 

будут являться солевые комплексы [132]. 

N H PO...............

Водородное
связывание   

Кроме того, следует учесть возможность формирования и комплексов 

включения, предполагающее окружение одного соединения в молекулярную 

«рамку» («решетку») других соединений. Наибольшую склонность к 

образованию таких структур имеют сахара и полисахариды к производному 

которых относится фитиновая кислота. 

В настоящее время, исследования, посвященные изучению 

комплексообразования фитиновой кислоты с органическими лигандами, 

рассматривают только процессы взаимодействия фитиновой кислоты и еѐ 

солей с веществами, входящими в состав продуктов питания, а также 

органическими соединениями организма человека и животных [63, 124, 133, 

161, 169, 182]. 

Важно заметить, что фитиновая кислота, являясь полидентатным 

лигандом, выступает в роли отрицательно заряженного аниона, в связи с чем, 

способна образовывать комплексы только с положительно заряженными 

пищевыми компонентами, такими как белки и углеводы в протонированной 

форме (рис 1.4). 
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Рис. 1.4. Электростатическое 

взаимодействие фитиновой 

кислоты с положительно 

заряженными лигандами [182]. 

 

 

Доказано, что потребление фитиновой кислоты и фитатов снижает 

концентрацию глюкозы (гликемический индекс) в крови человека [63, 133, 

169]. Это объясняется образованием комплексов фитиновой кислоты с 

углеводами, что снижает их растворимость и отрицательно влияет на 

усвоение и всасывание глюкозы. Исследование комплексообразования 

фитиновой кислоты с крахмалом, показало, что взаимодействие может 

протекать либо по типу непосредственного связывания крахмала и 

фитиновой кислоты водородными связями, либо опосредованно через белки, 

ассоциированные с крахмалом [169].  

Фитиновая кислота образует комплексы с белками, прочность которых 

зависит от рН [121]. При значении рН ниже изоэлектрической точки белка 

[57, 150], фосфатные группы фитиновой кислоты, связываются с 

катионоидной группой основных аминокислот белка, например, аргинина, 

гистидина, лизина и образуют двоичные белок-фитатные комплексы. 

Образующиеся комплексы растворяются только при значениях рН ниже 3,5. 

Исследования in vitro показывают, что характер и сила взаимодействия 

фитиновой кислоты и белка находится в прямой зависимости от природы и 

исходных свойств белков (в том числе растворимости), а также наличия в 

среде ионов металлов [177].  

В работе S. Yu (2012) изучено взаимодействие фитиновой кислоты с 

белками на примере бычьего β-казеина и соевого белка [182]. Установлено, 

что степень агрегации β-казеина и белка сои зависит от концентрации 

фитиновой кислоты. При этом, в присутствие фитиновой кислоты одной 
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концентрации, комплексообразование с β-казеином происходит интенсивнее, 

чем с соевым белком. Анализ влияния рН на примере тех же лигандов 

показал, что комплексы фитат-соевый белок образовывались в диапазоне рН 

от 2,5 до 3,8 и полностью исчезали при рН ниже 2,0. Авторы связывают это с 

кислотно-основными свойствами фитиновой кислоты. Наличие в растворе 

электролитов препятствует связыванию белка с фитиновой кислотой, что 

объясняется, по-видимому, конкурентным связыванием фитиновой кислоты с 

ионами металлов. В целом, в статье приведены частные случаи 

взаимодействия фитиновой кислоты с конкретными белками. В настоящее 

время, не существует обобщенных данных о процессах 

комплексообразования фитиновой кислоты с протонированными белками и 

аминокислотами.  

В работе [158] изучено взаимодействие биогенных аминов с фитат 

анионом в широком интервале рН и показана возможность образования 

прочно связанных комплексов. Свободная энергия Гиббса (-ΔG0), 

рассчитанная на одну протонированную аминогруппу равна 4,0±0,2 

кДж/моль, что характеризует, главным образом, нековалентное 

взаимодействие фитиновой кислоты с биогенными аминами. Авторами 

обсуждается вклад электростатических взаимодействий, водородных связей 

при образовании комплексов и прогнозируются зависимость прочности 

комплексов от заряда аниона. 

 

Выводы по разделу 1.1 

Фитиновая кислота обладает высокой анионной активностью и способна  

образовывать комплексные соединения с катионами металлов и 

положительно заряженными органическими лигандами, в частности, 

содержащими протонированные аминогруппы. 

В литературе основное внимание уделено процессам 

комплексообразования фитиновой кислоты с металлами, причѐм и они не 

являются исчерпывающими и представлены довольно разрозненно.  
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1.2. Фармакологические свойства фитиновой кислоты и фитатов 

 

В настоящее время активно изучаются эффекты влияния фитиновой 

кислоты на здоровье человека, существует ряд исследований, доказывающих 

широкий спектр еѐ положительного терапевтического воздействия на 

организм человека. 

 

1.2.1. Медико-биологические свойства, доказанные в клинической 

практике и в эксперименте 

 

В ходе эпидемиологических исследований населения показано что 

люди, употребляющие в пищу продукты, богатые фитином (в основном, 

вегетерианцы) сравнительно реже подвержены ряду распространенных 

заболеваний, в том числе развитию опухолей, что, как предполагается, 

связано именно с эффектами фитиновой кислоты [111]. 

В таблице 1.1. представлены результаты исследований медико-

биологических эффектов фитиновой кислоты. 

 

Таблица 1.1.  

Терапевтические эффекты фитиновой кислоты и фитатов. 

Эффекты Фармакологическое действие Ссылка 

Защита от рака толстой 

кишки 

Синтезирует масляную кислоту путем 

ферментации и приводит к снижению 

рН среды кишечника и желчных кислот. 

Угнетает железоопосредованные 

окислительные реакции. Регулирует 

повышение экспрессии генов таких 

супрессоров опухолей, как р53, р21, 

WAF1/CIP1 

[12, 69, 

111, 

129, 

153] 

Защита от карциномы 

молочной железы 

Стимулирует апоптоз клеток рака 

молочной железы. Оказывает эффект на 

торможение клеточного деления 

[78, 146, 

172, 

173] 

Предупреждение 

гепатоцеллюлярной 

карциномы 

Усиливает активность супрессоров гена 

опухолей. Способствует 

дифференциации злокачественных 

[174, 

175] 
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клеток и их преобразованию в менее 

агрессивный фенотип 

Предупреждение 

рабдомиосаркомы 

(RMS) 

Подавляет раковые клетки и 

индуцирует дифференцировку клеток 
[171] 

Предупреждение рака 

простаты (раковых 

клеток простаты PC3 и 

DU145) 

Ослабляет рецептор-опосредованный 

(рецепторы фактора роста EGFR или 

erbB1) и жидкофазный эндоцитоз. 

Угнетает митогенные сигналы. 

[183] 

Предупреждение рака 

поджелудочной железы 

Действует как адъютант для лечения 

рака поджелудочной железы и 

повышает чувствительность к 

общепринятым схемам лечения 

[167] 

Предупреждение рака 

крови и костного мозга 

Увеличивает дифференциацию клеток 

карциномы. Увеличивает синтез 

гемоглобина 

[153] 

Снижение риска 

коронарной болезни 

сердца 

Снижает уровень холестерина и 

триглицеридов в сыворотке. Уменьшает 

уровень сывороточного цинка и 

стабилизирует Сu
2+

/Zn
2+

 соотношение. 

Уменьшает популяцию 

эритролейкемийных клеток К-562 и 

увеличивает синтез гемоглобина 

[100, 

108] 

Гиполипидемическая 

активность 

Снижает концентрацию общих 

печеночных липидов и триглицеридов, 

за счѐт ингибирования печеночных 

ферментов, участвующих в липогенезе 

[103] 

Снижение частоты 

заболеваемости 

сахарным диабетом 

Снижает уровень глюкозы в крови. 

Регулирует секрецию инсулина, влияя 

на активность кальциевых каналов 

[55, 113, 

181] 

Влияние на кальциевый 

обмен 
Антагонист кальция 

[32, 97, 

152] 

Защита от кариеса 

Снижает растворимость кальция 

фторида и фосфата – основных 

компонентов эмали. Показывает 

высокое сродство к гидроксапатиту и 

снижает деминерализацию 

[104] 

Защита от вируса 

иммунодефицита 

человека (ВИЧ) 

Действует на ВИЧ и ВИЧ-

специфический антиген на ранней 

стадии репликации 

[136, 

137] 

Профилактика 

нефролитиаза 

Стабилизирует скорость образования 

кристаллов (минеральных кислот и 

солей) в моче 

[79, 83, 

84] 
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1.2.2. Роль фитиновой кислоты как антиоксиданта в снижении 

оксидативного стресса 

 

Фитиновая кислота является одним из наиболее эффективных 

природных антиоксидантов широкого спектра действия [51, 63, 81, 94, 115, 

130, 131, 157]. В составе еѐ антиоксидантного действия лежат несколько 

механизмов, в основе каждого из которых – уникальная способность 

фитиновой кислоты образовывать комплексы с положительно заряженными 

лигандами. 

Свободно-радикальное окисление (СРО) липидов происходит в 

мембранах и липопротеиновых структурах всех тканей аэробных организмов, 

и является вырождено-разветвлѐнным цепным процессом. Перекисное 

окисление липидов (ПОЛ) имеет большое значение в обновлении липидов 

мембран клеток и таким образом в поддержании структурного гомеостаза. 

Важной задачей является поддержание активности ПОЛ в организме на 

постоянном уровне, что в норме реализуется с помощью различных 

антиоксидантных систем. Недостаток поступления необходимых 

антиоксидантов приводит к развитию патологий, а одновременное 

воздействие внешних прооксидантов (радиация, ультрафиолет, гипероксия, 

загрязненный воздух и др.) и активация эндогенных механизмов генерации 

активных кислородных метаболитов (АКМ) приводит к напряжению 

антиоксидантной защиты и развитию окислительного стресса. 

Окислительный стресс проявляется на клеточном, тканевом и организменном 

уровнях и является важным патогенетическим фактором многих заболеваний 

[23, 89]. 

На сегодняшний день процессы ПОЛ хорошо изучены на разных 

экспериментальных системах. Весь процесс ПОЛ делят на стадии: 

зарождение цепей, развитие цепных реакций, их разветвление и обрыв. На 

начальной стадии зарождения цепей из валентно-насыщенных молекул 

липидов в биологических системах образуются свободные радикалы. 
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Зарождение цепей с образованием первичных радикалов R• может 

происходить под воздействием экзогенных физических или химических 

факторов, однако в ряде патологий катализирующие окисление радикалы 

имеют преимущественно эндогенное происхождение и возникают в 

результате активации ферментных радикалгенерирующих систем (табл. 1.2).  

 

Таблица 1.2.  

Ферментативные и неферментативные источники активных форм 

кислорода [22]. 

Ф
ер

м
ен

та
ти

в
н

ы
е 

Ксантиноксидаза 

Гипоксантин + O2 → Ксантин+ O2
•– 

+ H2O 

НАДФН-оксидаза 

НАДФН+ O2 → НАДФ’ + O2
•–

 

Аминооксидазы 

R–CH2–NH2 + H2O + O2 → RO–CO + NH3 + H2O2 

Пероксидазы 

Образование гипогалогенидов 

H2O2 + Х
-
 + Н

+ 
→ НOХ + H2O 

НАД-оксидаза 

Е-Fe
3+ 

+ ROOH → RОH + cоединение I 

cоединение I + НАДH → НАД + cоединение II 

cоединение II + НАДH → НАД + Е-Fe
3+ 

НАД + O2 → НАД
+
 + O2

•–
 

Альдегидоксидаза 

R–CHО + O2 → R–CООH+ O2
•–

 

Дегирооротатдегидрогеназа 

Дигидрооротат + НАД + O2 → НАДН + O2
•– 

+ оротовая кислота 

Н
еф

ер
м

ен
та

ти
в
н

ы
е Fe

2+
 + O2 → Fe

3+
+ O2

•– 

Hb-Fe
2+ 

+ O2 → Hb-Fe
3+

+ O2
•– 

Катехоламины + O2 → Меланин + O2
•–

 

Флавины в восстановленной форме 

Лейкофлавин + O2 → Флавиновый семихинон + O2
•– 

Коэзим Q–убихинол + O2 → Коэзим Q–убихинон + O2
•– 

Тетрагидроптерин + 2O2 → Дигидроптерин + 2O2
•–

 

 

 

Образующиеся в ферментных реакциях сравнительно малоактивные 

супероксидный анион-радикал, радикал оксид азота NO•, а также пероксид 

водорода H2O2, как правило, не способны непосредственно активировать 
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липопероксидацию, однако, в результате ряда последовательных реакций с 

участием ферментов и ионов металлов переменной валентности они могут 

давать начало высокореактивным радикалам, таким как, гидроксильный 

(OH•) и прочим, обладающим энергией, достаточной для разрыва С–Н-связей 

и образования первичных липидных радикалов. 

Экспериментально показано, что в качестве металлов с переменной 

валентностью могут выступать железо, медь, цинк, марганец, молибден, 

кобальт, титаний, комплексы никеля и ванадия [5, 54, 56, 89, 148, 155, 156, 

161, 180]. 

Фитиновая кислота, как активный хелатор ионов металлов, способна 

ингибировать большинство металлоинициируемых реакций, лежащих в 

основе как ферментативного так и неферментативного процессов 

образования активных форм кислорода. 

Так, высокая эффективность фитиновой кислоты доказана в отношении 

ингибирования как железо-, так и миоглобинзависимого ПОЛ [94, 130, 131]. 

Конкурентное связывание фитиновой кислоты с ионами железа и меди 

препятствует металл-зависимому распаду перекиси, в результате которого 

образуется OH• [51, 130, 157] – наиболее токсичная из активных форм 

кислорода (АФК) – проявляет цитотоксическое и мутагенное действие: 

Me
n+

 + H2O2 → Me
n+1

+ OH• + OH
- 

Взаимодействие двухвалентного железа с перекисью водорода 

составляет основу реакции Фентона: 

Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

+ OH• + OH
- 

При наличии в биологической среде H2O2 и O2
•– 

реакция может 

протекать в две стадии (модифицированный вариант реакции Фентона[87]) 

 

Fe
3+

+ O2
•–

→ Fe
2+

+ O2 

Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

+ OH• + OH
- 

Cуммарная реакция: 

O2
•–

+ H2O2 
соли железа

 O2+ OH• + OH
-
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В работах Abdelaziz S. (2009) и Khatiwada J. (2011) изучена и доказана 

роль фитиновой кислоты в ингибировании процессов ПОЛ и сопутствующих 

поражений клеток кишечника и печени [49, 106], а также в регулировании 

действий ферментов-металлопротеинов, наиболее изученным из которых 

является ксантиноксидаза [131]. 

Ксантиноксидаза – фермент, содержащий прочно связанное железо, не 

координированное с ядром гема [49, 131]. В последнее время, широко 

обсуждается вклад ксантиноксидазы в образование активных форм 

кислорода (АФК) при состояниях окислительного стресса. [61, 92, 96, 142, 

145]. В нормальных условиях она существует преимущественно в форме 

ксантиндегидрогеназы, которая может обратимо и необратимо переходить в 

оксидазную форму. Этот переход обусловлен либо окисением дисульфидных 

связей с участием сульфгидрильных оксидаз, либо за счѐт ограниченного 

протеолиза с участием кальций зависимых протеаз (рис.1.5) 

 

Ксантин-

дегидрогеназа

Ксантиноксидаза

(обратимая форма)

Ксантиноксидаза

(необратимая форма)

окисление

тиолы

протеолиз протеолиз
пептид
20 кДа

 

Рис.1.5. Процесс трансформации ксантиндегидрогеназы в 

ксантиноксидазу [11]. 

 

Если ксантиндегидрогеназа использует в качестве акцептора электронов 

НАД
+
, то для оксидазной формы акцептором электронов является кислород, 

что сопряжено с генерацией АФК. При состояниях окислительного стресса, 

особенно протекающих в условиях гипоксии тканей, наблюдается быстрый 

процесс трансформации ксантиндегидрогеназы в ксантиноксидазу (рис.1.6). 
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Рис. 1.6. Механизм действия ксантиноксидазы и ксантиндегидрогеназы [22].  

 

В оксидазной форме фермент участвует в образовании не только O2
•-
, но 

и H2O2, то есть в этом случае не исключена возможность двухэлектронного 

восстановления кислорода. Кроме того, по ходу ксантиноксидазной реакции 

наблюдается образование OH
•
, генерация которого сопряжена с 

восстановлением H2O2.  

Авторами работы [131] на гомогенате кишечника крыс установлено, что 

образование мочевой кислоты из ксантина и генерация супероксида (O2
∙-
) 

существенно тормозятся под действием 6 mМ фитиновой кислоты. Кроме 

того, еѐ антиоксидантный эффект усиливается за счѐт активирования 

супероксиддисмутазы (СОД), способствующей переходу ксантиноксидазы в 

ксантиндегидрогеназу, не инициирующую перекисное окисление липидов.  

В литературе содержатся данные многочисленных исследований 

подтверждающих действие фитиновой кислоты как антиоксиданта. 

Механизм еѐ действия заключается, в основном в способности хелатировать 

ионы металлов, участвующие в процессах генерации перекисного окисления 

липидов. Активация некоторых ферментов (СОД) под действием фитиновой 

кислоты также способствует балансу про- и антиоксидантной системы в 

организме человека. 

 

1.2.3. Метаболизм и биотрансформация фитиновой кислоты и еѐ солей 

 

Усвоение фитиновой кислоты живыми организмами зависит от 

индивидуальных особенностей пищеварительного тракта. Разделяют моно- и 
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полигастричных животных. У последних, в желудке содержатся ферменты 

фитазы и различные микроорганизмы, способные их продуцировать. Фитазы 

катализируют гидролитическое расщепление фитиновой кислоты и фитатов, 

с высвобождением фосфатов (рис. 1.7). 

 

 

Рис. 1.7. Схема расщепление фитиновой кислоты и еѐ солей под действием 

фермента фитазы [22]. 

 

Образованные продукты расщепления хорошо растворимы в соляной 

кислоте желудка и кишечном содержимом. Полученный инозитол 

подвергается изомеризации до глюкозы и практически полностью 

всасывается в тонком кишечнике. Соли фосфорной кислоты, в том числе и с 

органическими остатками, диссоциируют с образованием ионов металлов и 

свободных аминокислот. 

Организмы с моногастричным ЖКТ, к которым относится и человек, не 

содержат подобных ферментов и практически не способны разрушать 

фитиновую кислоту. Трансформация фитиновой кислоты у них зависит от 

рН. Пищеварительная система моногастричных животных включает зоны как 

с низким рН (в желудке), так и нейтральным (в верхнем отделе тонкой 

кишки). При поступлении фитиновой кислоты и фитатов с пищей, по мере 

продвижения в ЖКТ, происходит процесс образования и разрушения 

комплексов, в которых фитиновая кислота выступает в роли 

полидентантного аниона [111]. В верхнем отделе тонкой кишки, где 

происходит максимальное поглощение катионов металлов, присутствие 
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нерастворимых комплексов фитатов металлов приводит к нарушению их 

всасываемости. 

Так как формы, в которых многие металлы встречаются в продуктах 

питания (экзогенные металлы) и в желудочно-кишечном тракте (эндогенные 

металлы) точно не известны, довольно сложно предсказать характер 

специфических взаимодействий фитиновой кислоты и фитатов в желудочно-

кишечном тракте, а также последствия этих взаимодействий, на усвоение 

других питательных веществ. На сегодняшний день вопрос о 

взаимодействиях фитатов с питательными веществами и металлами в 

желудочно-кишечном тракте человека изучены недостаточно. 

В таблице 1.3. приведены предполагаемые механизмы взаимодействия 

фитиновой кислоты с веществами, поступающими с пищей и содержащимися 

в организме. 

Таблица 1.3.  

Наиболее вероятные взаимодействия фитиновой кислоты и еѐ солей с 

органическими лигандами. 

Органические 

лиганды 

Предполагаемый механизм 

взаимодействия 
Источники 

Металлы (цинк, 

железо, кальций, 

магний, марганец, 

медь) 

Образование нерастворимых фитатов – 

минеральных комплексов, что приводит к 

снижению биологической доступности 

металлов 

[60, 99, 110, 

122] 

Углеводы 

Образование фитат-углеводных 

комплексов, более стойких к разложению. 

Торможение каталитической активности 

амилазы. Комплексообразование с ионами 

Са
2+ 

способствует снижению деградации 

углеводов 

[111, 116, 

144, 152, 

162] 

Липиды 

Формирование фитат-липидных 

комплексов, что приводит к образованию 

омылѐнных жиров в кишечнике и 

снижению концентрации жиров 

[107, 111, 

117] 

Белки 

Образование сложных конгломератов 

комплексов фитат-белок, не 

подвергающихся гидролизу 

протеолитическими ферментами 

[65, 70, 74, 

98, 111, 

126] 
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Выводы по разделу 1.2 

 

Фитиновая кислота обладает широким спектром полезных медико-

биологических свойств, в основе которых лежит еѐ выраженная реакционная 

способность к присоединению положительно заряженных молекул, а также 

влияние на металло-протеиновые комплексы в организме человека (например 

ферменты). Кроме того, большинство эффектов фитиновой кислоты связано 

с еѐ способностью препятствовать окислительному стрессу и обеспечивать 

баланс про- и антиоксидантных систем организма. 

Введение фитиновой кислоты в чистом виде в организм моногастричных 

животных (в том числе человека), исходя из процессов биотрансформации, 

нецелесообразно. Использование фитиновой кислоты как вещества медико-

биологического значения требует проведения приѐмов по повышению 

биодоступности соединения. 

1.3. Физико-химические и фармакологические свойства аминов 

(ксимедона, глюкозамина и трисамина) как потенциальных 

компонентов солевых комплексов с фитиновой кислотой 

 

С целью повышения биодоступности фитиновой кислоты нами 

предложено введение еѐ в организм человека в виде соединений с 

биологически активными аминами – метаболиками широкого спектра 

действия, имеющими различное химическое строение – ксимедоном
®
 (1–(β-

оксиэтил)-4,6-диметил-1,2-дигидро-2-оксипиримидин) из классов 

оксопиримидинов, глюкозамином (2-амино-2-дезокси-β-D-глюкопиранозы 

гидрохлорид) – аминосахаров и трометамолом (трисамин, трис-оксиметил-

аминометан) – алифатических аминов. 

 

Физико-химические и фармакологические свойства ксимедона. 

Ксимедон – 1–(β-оксиэтил)-4,6-диметил-1,2-дигидро-2-оксипиримидин  

относится к классу частично гидрированных производных пиримидина 
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(производное 3-го поколения) – производным урацила. Наиболее близким 

структурным аналогом ксимедона, среди лекарственных веществ этого 

класса, является 6-метилурацил и 5-метилурацил (тимин). С 1993 г. ксимедон 

как препарат внесен в Реестр лекарственных средств, разрешенных к 

применению в медицинской практике и производству [31]. 

N

N

H3C

CH3

O

H2
C

H2
C OH

Ксимедон

 

 

Ксимедон представляет собой слабое органическое основание, которое 

способно присоединять протон и проявлять кислотные свойства. 

Рассчитанная рКа  для сопряженной ксимедону кислоты, равна 3,25 [27], что 

характеризует протонированную форму ксимедона как органическую 

кислоту средней силы (для примера, pKa(CH3COOH) = 4,75). 

Квантово-химические расчеты [27] показывают, что при значения рН, 

близких к нейтральным, наиболее значимый отрицательный заряд находится 

на карбонильном атоме углерода (-0,470), при этом отрицательный заряд на 

азоте составляет -0,359 (Рис.1.8).  

  
Рис.1.8. Квантово-химический расчет распределения зарядов в молекуле 

а) – ксимедона (I), б) – его протонированной формы (IV) [21]. 
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Это позволяет сделать вывод о том, что взаимодействие протона в 

кислой среде на первой стадии наиболее вероятно по кето-группе ксимедона 

(Рис.1.9).  

 

Рис. 1.9. Возможные структуры протонированой формы ксимедона. 

 

Протонированная форма ксимедона в водной среде обладает 

способностью к образованию циклических структур за счет водородных 

связей (внутри- и межмолекулярных водородных связей) типа: 
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VI VII VIII 

Структура VI предположена авторами [21] на основании квантово-

химических расчетов протонированной формы ксимедона, например 

структуры V (рис. 1.8, б). Устойчивость шести- и восьмичленных циклов 

доказана в ряде теоретических работ [50, 109]. 

В настоящее время накоплен многолетний опыт терапевтического 

использования ксимедона [1, 2, 6, 10, 14, 15, 17, 18, 29, 35, 36, 38, 39, 41, 45-

47]. Удалось установить, что фармакологические эффекты препарата 
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реализуются как минимум несколькими путями. Ксимедон активирует 

аденилатциклазу, что приводит к быстрому накоплению циклического 

аденозинмонофосфата в клетке, следовательно, к стимуляции обменных 

процессов, в первую очередь биосинтеза белка [14, 15]. Препарат 

воздействует на процессы тканевого дыхания [41], перекисного окисления 

липидов и активность антиоксидантной системы [6, 15], влияет на систему 

регуляции активного транспорта кальция в клетке [46]. Ксимедон обладает 

антимутагенной активностью [1], оказывает действие на сульфгидрильный 

статус иммунокомпетентных клеток [18, 35, 47] и обладает антимикробным 

эффектом [2, 17, 18]. Подобное полиморфное влияние на ключевые 

биохимические процессы на клеточном и субклеточном уровнях 

обуславливает системность воздействия ксимедона на организм человека и 

обеспечивает уникальный клинический результат. К настоящему времени 

накоплены результаты многочисленных исследований по клиническому 

применению ксимедона в следующих областях: для профилактики и лечения 

осложнений в послеоперационном периоде, особенно у пациентов с высоким 

риском осложнений, и в неотложной абдоминальной хирургии [2, 14, 17, 18], 

в комплексном лечении длительно не заживающих ран и трофических язв [1, 

13, 18], при хроническом остеомиелите [38, 39], в восстановительном 

периоде после травм периферических нервов [29], в комплексе лечения 

ожоговой болезни и перед аутодермопластикой [2, 18]. Препарат успешно 

применен в лечении пневмонии, хронического бронхита, язвенной болезни 

желудка и двенадцатиперстной кишки [1, 14, 18], распространенных и 

деструктивных форм туберкулеза [2, 35], в стоматологии [1]. 

 

Физико-химические и фармакологические свойства глюкозамина 

гидрохлорида 

В качестве биологически активного лиганда нами рассмотрен 

глюкозамин в виде его солевой – гидрохлоридной форме, так как имеются 
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экспериментально доказанные факты о способности хлорид-иона смещать 

стехиометрическое соотношение фитиновая кислота-лиганд до 1:6 [170, 178]. 

 

Основными химическими свойствами глюкозамина, определяющими 

фармакологическое действие его комплексов с фитиновой кислотой являются 

следующие [25]: 

1. Полуацетальная гидроксильная группа способна при 

высаживании из комплекса с фитиновой кислотой образовывать пиранозиды. 

Состав смеси может быть очень сложным, механизм реакции аналогичен 

кислотно-каталитическому синтезу гликозидов по Фишеру. 

 

Возможно расщепление гликозидов – реакция гидролиза, протекающая в 

кислой среде (в щелочной среде гидролиз не проходит). 

 

2. Обычно аминосахара, в том числе глюкозамин и его гликозиды, 

устойчивы к гидролизу за счѐт протонированной NH2-группы. 

Положительный заряд затрудняет дальнейшее протонирование атома 

кислорода и дестабилизирует соответствующий гликозил-катион. 
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3. Взаимодействие глюкозамина с кислотами зависит от природы 

кислоты и условий протекания реакции. Так, с фосфорной кислотой, 

протонирование может протекать как по аномерному спиртовому гидроксилу 

с образованием простого эфира, так и по NH-группе: 

 

В организме человека сахара обычно фосфорилируются по спиртовым 

группам. 

Глюкозамин вырабатывается хрящевой тканью суставов и играет 

значимую роль как предшественник гликозилированных белков и липидов 

при биохимическом синтезе, а также непосредственно входит в состав 

синовиальной жидкости. В организме, глюкозамин трансформируется в 

гликозаминогликаны (вещества, которые являются основными компонентами 

суставных хрящей), поэтому его применяют в основном как препарат для 

профилактики (восполнение эндогенного глюкозамина) и лечения 

заболеваний костной и соединительной ткани.  

Имеются данные о способности глюкозамина снижать 

сосудорасширяющее действие интерлейкина (ИЛ)-1 [151]. В 

многочисленных исследованиях фармакологических эффектов глюкозамина 

установлено его благоприятное влияние на метаболизм хряща — усиление 

анаболических и ослабление катаболических процессов. Так, многолетняя 

практика показала положительную роль глюкозамина в уменьшении 

деградации коллагена хряща, развивающейся в результате избыточной 

пероксидации липидов и окисления белков [75, 163]. 

Кроме того, имеются сведения о том, что препараты глюкозамина 

способны ингибировать процессы образования малонового диальдегида и 
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диеновых конъюгатов – веществ, лежащих в основе нарушения 

биохимических и биофизических свойств хрящевого матрикса и 

образующихся на промежуточных этапах окисления коллагена [164]. Как 

правило, препараты используются в сочетании с хондроитином, способствуя 

повышению активности антиоксидантных ферментов, таких как СОД и 

каталаза [159]. 

 

Физико-химические и фармакологические свойства трисамина 

В качестве амина, обладающего выраженными основными свойствами в 

нашей работе выступает трисамин.  

 

Трис имеет pKa 8,06 и эффективен в качестве буфера при pH от 7,0 до 9,2 

[77].  

Для трисамина характерны все реакции алифатических аминов – 

взаимодействие с кислотами, алкилирование галогеналканами с 

образованием, ацилирование с ангидридами и галогенангидридами с 

образованием амидов. Реакция с азотистой кислотой (диазотирование) лежит 

в основе количественного определения трисамина. 

NH2

HOH2C

HOH2C

HOH2C

+   HNO2
H
N

HOH2C

HOH2C

HOH2C

N +   H2OO

 

Применение трисамина в медицине основано на его буферных свойствах 

[31]. Водный раствор трисамина имеет щелочную реакцию, а водный раствор 

с концентрацией 3,66 % изоосмотичен плазме крови (рН 10,2 - 10,7) [20]. При 

внутривенном введении трисамин увеличивает щелочной резерв крови и 

устраняет ацидоз за счѐт снижения концентрации ионов водорода благодаря 

протонированию трисамина без образования побочных продуктов как в 
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случае использования гидрокарбоната натрия (препарат-аналог) [101]. В виду 

этого, использование трисамина более предпочтительно при острых и 

хронических заболеваниях и процедурах, сопровождающихся 

метаболическим и смешанным ацидозом (шок, массивные переливания 

крови, экстракорпоральное кровообращение, ожоги, перитонит, острый 

панкреатит и др.). Трисамин интенсивно применяют во время реанимации и в 

постреанимационном периоде для быстрого устранения ацидоза [20]. 

Кроме того, трисамин является антацидом системного действия и 

применяется при отравлениях салицилатами и снотворными средствами – 

производными барбитуровой кислоты, так как осмодиуретическое влияние и 

ощелачивание мочи способствуют удалению из организма слабых кислот [20, 

31]. 

 

Выводы по разделу 1.3 

Для повышения биодоступности фитиновой кислоты целесообразно 

получать комплексы с протонированными биогенными аминами или с 

лекарственными веществами-метаболиками широкого спектра действия из 

класса аминов.  

Выбор аминов обусловлен физико-химическими и фармакологическими 

свойствами аминов. Ксимедон, способный протонироваться и образовывать 

сопряженную кислоту, проявляет антиоксидантные, противовоспалительные 

и репаративные свойства, которые позволяют широко использовать его как 

иммуномодулятор, репарант и регенерант. 

Глюкозамин в виде гидрохлорида (протонированная форма амина) 

способствует уменьшению деградации коллагена хряща, развивающейся в 

результате избыточной пероксидации липидов и окисления белков. 

Трисамин, обладающий буферными свойствами и изоосмотичный 

плазме крови, способен проникать через клеточные мембраны, и устранять 

внутриклеточный ацидоз. 
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1.4. Методы анализа фитиновой кислоты, аминов и комплексов 

 

1.4.1. Известные методы качественного и количественного определения 

фитиновой кислоты 

 

Методы определения фитиновой кислоты основаны на еѐ способности 

активно хелатировать различные ионы с образованием осадков и цветных 

продуктов. 

 

Цветные реакции с комплексами железа 

Определение фитиновой кислоты основано на еѐ способности 

конкурентно связывать ионы металлов в составе окрашенных комплексов,в 

следствие чего их окраска ослабевает. Таким образом, по снижению 

оптической плотности комплекса можно определить присутствие и 

количественное содержание фитиновой кислоты [64, 68, 71, 76, 93, 114, 125, 

127, 160, 179]. 

Чаще всего, в качестве реагентов (табл. 1.5) в таком анализе используют 

комплексы железа (III) – реактив Вэйда (железо(III)-сульфосалициловая 

кислота) [68, 114, 179], железо(III)-тиоцианатный комплекс [76, 160], а также 

YCl3-PAR (комплекс иттрия (III) хлорида с 4-(2-пиридилазо)резорцином) [64, 

93, 125, 127]. 

Fe  +  Фитиновая кислота

O

O

O OPO3
-
OPO3

-

OPO3
-

P

OO

O

P
O

O

O

P

O O

O

Fe3+

(в виде 
окрашенного 
комплекса) 1

6

5

4
3

2

 

Схема 1.1. Взаимодействие фитиновой кислоты с железом в составе 

комплексов железа [133]. 
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Таблица 1.4.  

Цветные реакции вытеснения железа из железо-содержащих 

органических комплексов фитиновой кислотой, лежащие в основе 

спектральных методов еѐ определения. 

Ссылка Реагент Цвет pH λmax, нм 

Примечания 

(метод 

улавливания

) 

[19, 68, 

114, 179] 

Реактив 

Вэйда 

(железа-

сульфосалици

латный 

комплекс) 

фиолетов

о-розовый 

l,8-2,5 

[FeSal]
+
 

510 

UV-vis, 

ВЭЖХ, 

красно-

бурый 

4~8 

[Fe(Sal)2]
-
 

580 

желтый 
8-12 

[Fe(Sal)3]
3-

 
416 

[19, 30, 

76, 160] 

Железа-

тиоцианатный 

комплекс 

[Fe(NCS)n 

(H2O)6-n]3 

красный До 4 480 

Визуальный,

UV-Vis, 

ВЭЖХ 

[19, 26, 

30] 

Железо-

катехольный 

комплекс 

фиолетов

ый 
6~7 560-580 

Визуальный, 

UV-Vis, 

модель 

антиоксидан

тного 

действия 

[26, 43, 

44] 

Комплекс 

Fe(II) с 1,10-

фенантролино

м (о-

фенантролин-

железо (II) 

сульфат) 

Восстано

вленная 

форма 

индикато

ра темно-

красная, 

окисленна

я – 

бледно-

голубая 

не зависит 

от 

величины 

рН в 

интервале 

от 2 до 9 

 

при  

ε = 

1,06·10
4 

490 нм, 

при  

ε = 

1,1·10
4
 

505 нм 

Визуальный,

UV-Vis, 

ВЭЖХ 

[43] 

Комплекс 

Fe(II) с 2,2’-

бипиридином 

[Fe(bipy)3]
2+

 

красный 3,6 520 Визуальный, 
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Анализ на общий фосфор 

Количественное содержание фитиновой кислоты можно оценить с 

помощью анализа на содержание общего фосфора. Для этого фитиновую 

кислоту первоначально гидролизуют до образования простых фосфатов 

окислительной смесью азотной и хлорной кислот. Полученный раствор 

анализируют различными методами, один из которых – фотометрирование 

комплекса молибденованадатных гетерополикислот при длине волны λmax= 

425 нм [3, 158]. Полученный раствор также можно анализировать с помощью 

метода ICP (ионизации в индуктивно-связанной плазме) [53, 64, 71, 138] или 

атомно-абсорбционной спектрофотометрии. Известен метод определения 

фосфора в составе фитиновой кислоты (метод Мишель-Дюрана), в котором 

фитиновая кислота осаждается в виде кальциевой соли и анализируется 

гравиметрически [64]. 

 

31
Р-ЯМР 

31
Р-ЯМР анализ позволяет одновременно количественно определить 

четыре стереоизомера фитиновой кислоты (рис. 1.10). В работе B.L. Turner 

(2012) исследовано содержание фитиновой кислоты в виде нео- и D-хиро-

инозитгексакис фосфатов (IP6) в пробах окружающей среды [168].  

 

 

Рис.1.10. Конформационные изменения нео- и D-хиро-инозитгексакис 

фосфатов (IP6) в зависимости от рН раствора.  
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При низких значениях рН IP6 принимает 4-экваториальную/2-

аксиальную конформацию. При высоких – 2-экваториальную/4-аксиальную. 

Конформации находятся в равновесии и их относительные пропорции могут 

зависеть от других факторов (например, наличия металлов-противоионов). 

В 
31

Р-ЯМР спектрах исследуемых форм IP6 имеются характерные 

сигналы, аналогичные сигналам слабого поля ортофосфатов в области с δ = 

6,40 м.д. до δ = 6,70 м.д., которые можно обнаружить даже при относительно 

низких концентрациях с хорошей разрешенностью [118]. Для мио-

конформации сигналы обнаруживаются в области с δ = 4,38 м.д. до δ = 5,79 

м.д. 

В работе M. Sala (2011) изучено влияние заместителя (иона железа) на 

смещение основных сигналов 
31

Р-ЯМР спектров фитиновой кислоты. 

Показано, что большее замещение фитиновой кислоты лигандом  сдвигает 

область сигналов 
31

Р-ЯМР спектра в более сильное поле [147]. 

 

 

Рис. 1.11. Сдвиг сигналов 
31

Р-ЯМР 

спектра InsP6 при увеличении Fe (III)-

InsP6 молярного сотношения от 0,005 

до 0,20.  Нижний спектр 

соответствует фитиновой кислоте в 

мио-конформации. 

 

 

Другие современные физико-химические методы 

Высокоэффективная жидкостная хроматография 

Для анализа фитиновой кислоты используются различные методы ВЭЖ-

хроматографии.  

В работе H.-R. Park (2006) описан метод определения фитиновой 

кислоты в составе детского питания [138] (рис. 1.12).Содержание компонента 

определяли на ВЭЖ-хроматографе с RI-детектором (детектор показателя 
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преломления) и колонкой с обращено-фазовым режимом. В качестве 

подвижной фазы использовался раствор КН2РО4 (рН 6,0).  

 

 

Рис.1.12. Хроматограмма стандарта фитиновой кислоты (InsP6), 

полученная на ВЭЖХ-RI. 

 

R. Amaro, для анализа фитиновой кислоты в биологических системах 

также использует ВЭЖ-хроматограф с RI-детектором (детектор показателя 

преломления) и колонку с обращено-фазовым режимом, однако в качестве 

подвижной фазы («С») предлагается использовать раствор, представляющий 

собой смесь тетраэтиламмония хлорид, метанола и муравьиной кислоты [53]. 

Использование этой подвижной фазы, как сообщается, позволяет сократить 

время анализа до 18 минут и получить разрешенные пики для гекса-, пента-, 

тетра-, три- и дифосфат мио-инозитов (рис.1.13).  

 

 

Рис.1.13. Хроматограмма продуктов гидролиза фитиновой кислоты, 

снятая в течение 18 мин при t = 95°С, c подвижной фазой «С». 
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Dost K. (2006) предлагает использовать ВЭЖ-хроматограф с UV/vis-

детектором (ультрафиолетовый детектор) и колонкой с обращено-фазовым 

режимом [76]. Для этого предварительно проводят цветную 

реакцию,лежащую в основе хроматографического определения фитиновой 

кислоты с железо(III)-тиоционатным комплексом. 

В качестве подвижной фазы использовали смесь 30% ацетонитрила в 

воде, подкисленной 0,1M HNO3. Пик железа(III)-тиоцианатного комплекса 

анализируют при длине волны 460 нм (рис.1.14). 

Концентрация фитиновой кислоты в этом случае рассчитывается с 

помощью калибровочной кривой. 

Подобным образом, в качестве окрашенного реагента, образующего 

комплексы с фитиновой кислотой, могут использоваться сложные комплексы 

железа(III), такие как железо-катехольный комплекс или реактив Вэйда. 

 

 

Рис.1.14. Хроматограмма железа (III)-тиоцианатного комплекса. 

 

Отдельно выделяют метод высокоэффективной ионной хроматографии, 

т.к. его используют не столько для анализа фитиновой кислоты, сколько для 

качественного и количественного определения продуктов еѐ гидролиза. 

Работы Q.-Ch. Chen (2003, 2004) посвящены количественному 

определению содержания гекса-, пента-, тетра-, три- и дифосфат мио-

инозитов, в том числе и в составе пищевых продуктов [64].  

В исследовании использовали ВЭЖХ с масс-селективным детектором и 

анионообменными колонками с подвижной фазой в виде раствора, 
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состоящего из раствора NaOH, воды и 50% изопропанола (об/об = 55:41:4 

соответственно). 

Полученные пики раствора проб сравнивали с ранее полученными 

пиками для стандартных растворов гекса-, пента-, тетра-, три- и дифосфат 

мио-инозитов (рис. 1.15, 1.16).  

 

 

Рис.1.15. Хроматограмма стандартных растворов. DL – неразделѐнные 

энантиомерные пики. Цифровые обозначения: 

1 Ins(1,3)Р2 8 Ins(2,4,6)P3 15 Ins(4,5,6)P3 22 DL-Ins(1,4,5,6)P4 

2 
DL-Ins(3,4)P2 

DL-Ins(1,5)P2 
9 DL-Ins(1,3,4)P3 16 

DL-

Ins(1,2,4,6)P4, 

Ins-(1,2,3,5)P4 
23 Ins(1,2,3,4,6)P5 

3 DL-Ins(1,2)Р2 10 
DL-Ins(1,2,4)P3, 

DL-Ins(2,3,5)P3 
17 

DL-

Ins(1,2,3,4)P4, 

Ins(1,3,4,6)P4 
24 

DL-

Ins(1,2,3,4,5)P5 

4 
DL-Ins-(2,4)P2 

DL-Ins(1,4)P2 
11 

Ins(1,2,3)P3, 

DL-Ins(1,2,6)P3, 

DL-Ins(1,4,6)P3 
18 

DL-

Ins(1,2,4,5)P4 
25 

DL-

Ins(1,2,4,5,6)P5 

5 
DL-Ins(4,5)P2 

Ins(2,5)Р2 
12 DL-Ins(1,4,5)P3 19 

DL-

Ins(1,3,4,5)P4 
26 Ins(1,3,4,5,6)P5 

6 Ins(4,6)Р2 13 DL-Ins(2,4,5)P3 20 
DL-

Ins(1,2,5,6)P4 
27 InsP6 

7 Ins(1,3,5)P3 14 DL-Ins(1,5,6)P3 21 Ins(2,4,5,6)P4   

 

 



47 

  

 

Рис.1.16. Хроматограммы 

извлечений из пищевый продуктов 

- бобов (а), миндаля (б), жаренного 

арахиса (с). Цифровые 

обозначения соответствуют 

рис.1.16. 

 

 

1.4.2. Методы анализа аминов (ксимедона, глюкозамина и трисамина) 

 

Анализ ксимедона 

Подлинность ксимедона устанавливают методами ИК- и УФ 

спектроскопии, а также качественной реакцией с перманганатом калия в 

щелочной среде с образованием голубовато-зелѐного быстроисчезающего 

окрашивания [42]. ИК спектр 1% раствор ксимедона снимают в хлороформе 

в кювете из натрия хлорида с толщиной слоя 0,2 мм, в области от 4000 до 400 

см
-1

 и делают вывод о подлинности соединения при полном совпадении 

полос поглощения с полосами поглощения спектра стандартной субстанции 

ксимедона. УФ спектр раствора ксимедона, снятый относительно 0,1М 
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раствора хлористоводородной кислоты в кювете с толщиной слоя 10мм, в 

области от 250 до 350 нм должен иметь максимум поглощения при 308±2 нм. 

Определение ксимедона также проводится методом высокоэффективной 

жидкостной хроматографии с ультрафиолетовым детектором. Качественный 

анализ проводят по сопоставлению времени удерживания стандартных 

образцов одновременно с его количественным определением [18].  

Для количественного анализа готовят серию стандартных растворов и 

испытуемый. По результатам анализа стандартных растворов строят 

калибровочную прямую зависимости концентрации от площади пика, по 

которой находят концентрацию испытуемого раствора (рис. 1.17). 

 

Рис.1.17. Хроматограмма стандартного 

раствора ксимедона [42]. 

 

 

Анализ глюкозамина 

 

В основе определения глюкозамина лежат реакции его расщепления с 

последущей стадией анализа полученных продуктов. В методе Элсона-

Моргана это реакция превращения глюкозамина в производные пиррола с 

последующей обработкой реагентом Эрлиха в присутствии спирта 

(стабильное красное окрашивание) и фотоколориметрированием [52]. При 

этом основным хромогеном является 2-метилпиррол. Этот метод, с 

использованием реакции образования стабильно окрашенного соединения 

используется для количественного определения глюкозамина.  

В методе Дише хромогенами являются 2,5-ангидро-D-манноза, 

образующиеся при дезаминировании глюкозамина под действием HNO2 [43]. 
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Обработка продукта индолом (или пирролом) в присутствии соляной 

кислоты даѐт розовое окрашивание.  

Надо заметить, что настоящая реакция не является специфичной для 

глюкозамина и все гексозамины (глюкозамин, мурамовая кислота, 

галактозамин) реагируют как с реактивом Эрлиха, так и по методу Дише с 

образованием почти идентично окрашенных продуктов. Однако это имеет 

большое значение в основном в анализе биологических структур, 

содержащих смесь гексозаминов [8]. В случае необходимости разделения, 

используют ионообменную смолу. 

Реакции с образованием окрашенных продуктов лежат в основе 

определения глюкозамина гидрохлорида методами ВЭЖ хроматографии с 

использованием УФ-детектора [119, 128]. При этом при пробоподготовке с 

помощью ионообменной смолы дополнительно избавляются от хлорид ионов 

[128]. Глюкозамин в форме гидрохлорида также определяют по хлорид иону. 

 

Анализ трисамина 

Трисамин является представителем алифатических аминов, в связи с 

чем, для определения трисамина удобно использовать нингидриновую или 

биуретовую реакции, с последующей спектрофотометрией полученного 

окрашенного соединения [8, 28, 43], а также реакции диазотирования и 

азосочетания, лежащие в основе титриметрических методов [24].  
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Схема 1.2. Реакция взаимодействия трисамина с нингидрином. 
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Выводы по разделу 1.4 

В основе большинства методов определения фитиновой кислоты лежит 

еѐ способность реагировать с ионом железа и вытеснять его из его 

окрашенных соединений. 

Выбраные лиганды – амины-метаболики широкого спектра действия 

определяются, в основном, спектрофотометрически, после перевода аминов в 

окрашенные соединения. При этом, существующие методики обладают 

относительной специфичностью. 
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ГЛАВА 2. Объекты, методы и аналитические методики исследования.  

 

2.1. Материалы и приборы 

 

- Субстанция «Инозитгексафосфорная кислота» (Inositol 

hexaphosphoric acid, 40-50 wt% aqueous solution), «Acros organics», флакон 

темного стекла на 250 мл. Содержание инозитгексафосфорной кислоты – 

50%; Ксимедон (1-(β-оксиэтил)-4,6-диметил-1,2-дигидро-2-оксопиримидин), 

НПП ФГУП «Кристалл», г. Дзержинск Нижегородской области; 

Глюкозамина гидрохлорид (Glucosamine hydrochloride), «WIRUDGMBH». 

Содержание глюкозамина гидрохлорида не менее 99% (ФСП 42–0314–1478 – 

01); Трис-(оксиметил)-аминометан (Tris-(hydroxymethyl) аminomethane) 

(«Ч», ТУ 6-09-4292-76); Кислота сульфосалициловая («Ч», ГОСТ 4478-78); 

Хлорид железа шестиводный FeCl3∙H2O (ГОСТ 4147-74); Натрия 

гиалуронат (порошок из стекловидного тела быка, 99,8%, 1,63 MDa, CPN 

Spol.s.r.o, The CzechRepublic; «Sigma», Product Number: H7630); Аммония 

ванадат мета («ХЧ», ГОСТ 9336-75); Аммоний молибденовокислый («ХЧ», 

ГОСТ 2677-78); Кислота азотная («ХЧ», ГОСТ 4461-77); Кислота хлорная 

(«ХЧ», ТУ 6-09-2878-84); Калий фосфорнокислый однозамещѐнный (калий 

дигидрофосфат, KH2PO4, ТУ 2186-001-57904307-02, ООО «Альфахим», г. 

Санкт-Петербург); Метилпарабен (метил-4-гидроксибензоат, ≥ 99.0% (GC), 

Ueno Fine Chemicals Industry, Индия; «Sigma-Aldrich», Product Number: 

54750); Этанол (медицинский, 95%, ООО «Гиппократ», г. Самара); 

Изопропанол («ХЧ», ГОСТ 9805-84); Ацетонитрил (сорт 0, НПК 

«Криохром»); Вода очищенная, (ФС 42-0324-09), полученная на установке 

системы очистки воды Elix 3 с картриджем Progard (Millipore, Франция), 

удельное сопротивление менее 0,2 μСм. 

- Приборы: Электронные спектры поглощения были получены на 

приборе «Bio line Specord S-100» (Analytik Jena, Germany) в области 190-600 

нм, толщина кварцевой кюветы 10 мм. ИК-спектры были сняты на ИК-

спектрофотометре с преобразователем Фурье «IR Prestige-21» (Shimadzu, 
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Japan) в области 4000-500 см
-1

 в виде смесей с калием бромидом при 

концентрации изучаемых веществ в смеси 0,1-0,3%. ВЭЖ-хроматограммы 

были получены с использованием хроматографической системы: ВЭЖ-

хроматограф «LC-10Avp» (Shimadzu, Japan) в обращено-фазовом режиме с 

дегазатором подвижной фазы, термостатом колонки и UV-Vis-

детектированием. колонка Discovery C18 (25 cmx4.6 mm, 5 μm, Supelco). 

Объем вводимой пробы – 20 мкл. Потенциометрическое титрование 

проводили на электронном стационарном рН-метре «рН-150М» фирмы РУП 

(Гомельский завод измерительных приборов, Белоруссия). В процессе 

титрования также использовали мешалку магнитную ММ-5 (ПО 

―Закарпатприбор‖, Завод комплектных лабораторий, соответствует ТУ25-

11.834-80). Спектры ЯМР 
13

С и 
1
H регистрировали на ЯМР-спектрометре 

AgilentDD2 400 (Agilent Technologies, США) в D2Oна рабочей частоте 101 и 

400 МГц соответственно; Спектры 
31

Р-ЯМР регистрировали на импульсном 

ЯМР-спектрометре Bruker AM500 (Bruker Daltonik GmbH, Германия) в D2O 

на рабочей частоте 202,46 МГц. Элементный анализ на содержание С, Н, N , 

проводили на анализаторе «VarioMICRO» (Elementar Analysen systeme 

GmbH, Германия); Лабораторные электронные аналитические весы «KERN 

770-13» c d = 0,0001 г, Max 120 г и KERN 440-33» c d = 0,01 г, Max 200 г. 

(KERN & Sohn GmbH, Germany) Центрифуга «СМ-6 (RPM×1000)» (ELMI, 

Latvia). Фильтр Шотта соответствует ГОСТ 25336-82. 

 

2.2. Аналитические методики определения фитиновой кислоты,  аминов 

(ксимедона, глюкозамина, трисамина) и их солевых комплексов. 

 

2.2.1. Количественное определение фитиновой кислоты в комплексах и 

свободном виде по содержанию общего фосфора. 

 

Первоначально фитиновую кислоту или комплекс подвергали «мокрой» 

минерализации смесью концентрированных азотной и хлорной кислот. 

Образующиеся фосфат-ионы определяли спектрофотометрически с длиной 

волны 425 нм после реакции раствором реагента (смесь аммония 
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метаванадата и аммония молибдата) с образованием интенсивно-желтых 

производных гетерополикислот. Смесь кислот для минерализации готовили 

непосредственно перед анализом, смешивая в соотношении 1:1 кислоту 

азотную концентрированную и кислоту хлорную (хч) в конической колбе на 

25 мл. Раствор реагентов получали последовательным смешением равных 

количеств кислоты азотной разведенной (1 ч. азотной кислоты и 2 ч. воды), 

растворов аммония ванадата и аммония молибдата. Раствор аммония 

ванадата: в колбу на 1 л помещали 2,5 г аммония метаванадата (NH4VO3) и 

растворяли в 500 мл воды, доведенной до кипения. После охлаждения 

добавляли 20 мл кислоты азотной концентрированной и доводили до метки 

водой очищенной. Раствор аммония молибдата: в колбу на 1 л помещали 50 г 

аммония молибдата и растворяли в 800 мл воды при температуре около 50 
о
С 

и после охлаждения доводили до метки водой очищенной.  

Раствор реагентов должен быть полностью прозрачен и слегка 

желтоватым. Использовали свежеприготовленным. 

Методика: В мерную колбу вместимостью 50 мл помещали 0,3 – 0,4 г 

50%-ого раствора фитиновой кислоты или 0,7-0,8 г твѐрдого комплекса, 

доводили водой до метки. 2 мл полученного раствора помещали в 

коническую колбу вместимостью 25 мл и упаривали на песчаной бане (при 

этом избегали полного выпаривания). Затем приливали 2 мл смеси кислот 

для минерализации и нагревали при температуре 180-240 
о
С в течение 1 ч. на 

песчаной бане. Коническую колбу во время нагревания накрывали воронкой.. 

После охлаждения до комнатной температуры полученный раствор 

количественно переносили в мерную колбу на 100 мл 45-ю мл воды 100 мл и 

доводили уровень рН раствора до 7 аммиаком водным (около 1 мл аммиака 

водного) по универсальной индикаторной бумаге. К получившемуся 

раствору добавляли 50 мл раствора реагента и доводили до метки водой 

очищенной. Раствор тщательно перемешивали и помещали на 30 мин в 

темное место, после чего фиксировали значение оптической плотности 

полученного раствора на спектрофотометре при максимуме поглощения 425 
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нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. 

В качестве раствора сравнения использовали контрольный образец, 

приготовленный аналогично пробе с 1 мл смеси кислот для минерализации. 

Содержание фосфора в граммах в образце вычисляли по формуле:  

10002

10050






m

FD
Р ,                                                                     (2.1) 

где D– оптическая плотность испытуемого раствора; 

F – расчетный фактор. 

m – навеска геля, взятая для анализа, г. 

Для расчета содержания фитиновой кислоты использовали коэффициент 

пересчета (1 г фитиновой кислоты содержит 0,282 г фосфора)  

X = P / 0,282      (2.2) 

где Р – содержание фосфора в препарате в граммах. 

Для определения расчѐтного фактора F готовили стандартный раствор 

калия однозамещѐнного, для чего 0,19175 г (с точностью 0,00005 г) порошка, 

высушенного до постоянной массы, растворяли в воде в мерной колбе на 100 

мл, доводили водой до метки и перемешивали. Из него готовили 

градуировочные растворы с содержанием фосфора 0,218 мг, 0,436 мг, 0,654 

мг и 0,872 мг в 10 мл раствора, которые переносили в мерные колбы 

вместимостью 100 мл, в каждую колбу прибавляли по 50 мл раствора 

реагентов и доводили объем до метки водой очищенной. Растворы 

перемешивали и помещали на 30 мин в темное место, после чего 

фиксировали значение оптической плотности полученного раствора на 

спектрофотометре при длине волны 425 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. 

В качестве раствора сравнения использовали раствор, приготовленный 

смешиванием 1 мл кислоты азотной разведенной и 20 мл раствора реагентов 

в мерной колбе на 100 мл, и доведенный до метки водой очищенной. 

Расчетный фактор представляет собой общее количество миллиграммов 

фосфора в 100 мл градуировочного раствора при поглощающей способности 

его равной 1,00 по формуле 2.3.: 
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F=ΣCi/ΣАi   (2.3) 

где Сi – содержание фосфора в 100 мл каждого градуировочного 

раствора в миллиграммах. 

Аi – оптическая плотность каждого градуировочного раствора. 

Например: 

Сi мг/100 

мл 

Аi при 425 

нм 

0,218 0,097 

0,436 0,208 

0,654 0,318 

0,872 0,425 

ΣСi = 2,18 ΣDi = 1,048 

 

F= 2,18/1,048=2,08 

Расчетный фактор должен лежать в интервале от 2,02 до 2,15. Его 

определение повторяют при изменении условий анализа. 

 

2.2.2. Методика анализа фитиновой кислоты с реактивом Вэйда в 

присутствии аминов 

Реактив Вэйда готовили непосредственно перед анализом, 

смешиваяраствор А (0,3240 г сульфосалициловой кислоты в 100 мл воды) с 

раствором Б (0,0324 г FeCl3∙6H2O в 100 мл воды) в соотношении 1:1 по 

объѐму (1 мл реагента содержал 0,2 µмоль железа). Для построения 

калибровочной кривой и анализа использовали молярное 

соотношение«фитиновая кислота-реагент» – 1:3. В качестве холостого опыта 

использовали пробу в которой фитиновая кислота отсутствует. 

Для калибровочного графика использовали по 5 мл растворов 

фитиновой кислоты концентраций (µмоль/л) 150, 300, 450, 600, 750 и 1000, 

которые переносили в колбу ѐмкостью 50 мл, и после добавления 30 мл 

реагента доводили до метки водой очищенной. 

Для изучения зависимости комплексообразования от количества и 
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природы амина использовали 300 µМ раствор фитиновой кислоты и 

растворы аминов (ксимедон, трисамин, глюкозамина гидрохлорид) с 

концентрациями 300, 600, 900, 1800, 3000, 3600 и 4200 µмоль/л, которые 

смешивали с таким расчѐтом, чтоб при сливании равных объѐмов с 

фитиновой кислотой получались молярные соотношения 1:1, 1:2, 1:3, 1:6, 

1:10, 1:12, 1:14. В качестве контроля использовали пробу, содержащую 

раствор фитиновой кислоты, и реагента. Предварительно оценивали спектры 

поглощения растворов аминов тех же концентрациях (µмоль/л) 300, 600, 900, 

1800, 3000, 3600 и 4200, что и в смесях с фитиновой кислотой. 

 

2.2.3. Идентификация и количественное определение ксимедона УФ-

спектральным и ВЭЖХ методамив воде и растворахфитиновой кислоты 

 

Для построения калибровочного графика протонированной формы 

ксимедона (λmax = 309 нм) спектрофотометрическим методом использовали 

стандартные растворы: 0,002 г\л (0,003; 0,004; 0,005 г\л) – точная навеска – 

ксимедона помешали в мерную колбу и доводили до метки 0,1М раствором 

соляной кислоты (раствор А). 1 мл раствора А переносили в мерную колбу 

вместимостью 100 мл и доводили водой до метки. Для получения растворов 

комплексов фитиновой кислоты с ксимедоном в мерную колбу 

вместимостью 50 мл помещали 0,30 г 50%-ого раствора фитиновой кислоты 

и 0,23 г ксимедона (точные навески) доводили водой до метки. 1 мл 

полученного раствора помещали в мерную колбу на 100 мл и доводили водой 

до метки. 

ВЭЖХ-анализ ксимедона в растворе и геле. Для калибровки 

использовали стандартный раствор 1: 50 мг (точная навеска) стандартной 

субстанции ксимедона помещали в стакан на 50 мл, добавляли 9,95 г 

ацетонитрила и перемешивали до полного растворения ксимедона. 1 г 

полученного раствора помещали в колбу на 500 мл и доводили до метки 

водой дистиллированной (соответствует 50% ожидаемой концентрации 



57 

испытуемого раствора). Стандартный раствор 2: 100 мг (точная навеска) 

стандартной субстанции ксимедона помещали в стакан на 50 мл, добавляли 

9,90 г ацетонитрила и перемешивали до полного растворения ксимедона. 1 г 

полученного раствора помещали в колбу на 500 мл, доводили до метки водой 

дистиллированной и перемешивали (соответствует 100% ожидаемой 

концентрации испытуемого раствора). Стандартный раствор 3: 150 мг 

(точная навеска) стандартной субстанции ксимедона помещали в стакан на 

50 мл, добавляли 9,85 г ацетонитрила и перемешивали до полного 

растворения ксимедона. 1 г полученного раствора помещали в колбу на 500 

мл и доводили до метки водой дистиллированной (соответствует 150% 

ожидаемой концентрации испытуемого раствора). Испытуемый раствор 

комплексов фитиновой кислоты с ксимедоном: В мерную колбу 

вместимостью 25 мл помещали 2,50 г ксимедона и 3,25 г 50%-ого раствора 

фитиновой кислоты (точные навески) доводили водой до метки.1 мл водного 

раствора комплекса фитиновой кислоты с ксимедоном помещали в стакан на 

50 мл, добавляли ацетонитрила до 10,00 г и перемешивали. 1 г полученного 

раствора помещали в колбу на 500 мл и доводили до метки водой 

дистиллированной. 

2.2.4. Аналитические методики определения натрия гиалуроната в 

растворе 

 

Методика: 0,03 г натрия гиалуроната помещали в мерную колбу на 100 

мл и растворяли водой очищенной. К 2 мл полученного раствора, 

помещенного в пробирку с притертой пробкой, прибавляли 5 мл раствора 

натрия тетрабората в серной кислоте концентрированной, пробирку 

встряхивали и охлаждали в холодной воде. Затем, пробирку плотно 

закрывали притѐртой пробкой и 15 минут нагревали на водяной бане. После 

охлаждения, прибавляли 0,20 мл раствора карбазола. Пробирку снова плотно 

закрывали и 15 минут нагревали на водяной бане с последующим 

охлаждением. Содержимое пробирки должно приобретало фиолетовое 
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окрашивание. Электромагнитный спектр поглощения раствора (λ = 450-600 

нм) в кювете с толщиной слоя 10 мм имеет максимум при λ = 530±2 нм. В 

качестве раствора сравнения использовали холостой опыт, в котором вместо 

2 мл исследуемого раствора использовали воду очищенную.  

 

2.2.5. Методика проведения потенциометрического титрования 

фитиновой кислоты аминами 

 

Потенциометрическое титрование 0,076 М раствора фитиновой кислоты 

(исходный объѐм 20 мл, n=1,19 ммоль) проводили 1,19 М раствором 

ксимедона; 0,460 М раствором глюкозамина гидрохлорида; 0,830 М раствором 

трисамина. Титровали медленно при перемешивании магнитной мешалкой, 

останавливая процесс на 3 минуты после добавления каждой порции титранта 

до установления равновесия. В случае использования в качестве титранта 

глюкозамина гидрохлорида, проводили контрольный опыт для учѐта влияния 

высвобождающейся соляной кислоты. В контрольном опыте проводили 

титрование 0,076 М раствора фитиновой кислоты (20 мл, n=1,19 ммоль) 0,460 

М раствором HCl. 

 

2.3. Методика выделения комплексов фитиновой кислоты с аминами в 

твѐрдом состоянии 

 

Комплексы фитиновой кислоты с ксимедоном (9:1). В химический 

стакан на 50 мл помещали 2,2850 г ксимедона и растворяли в минимально 

возможном количестве воды очищенной (≈4 мл). В полученный раствор 

вносили 2 мл 50% раствора фитиновой кислоты. Из полученной смеси на 

ледяной бане получали осадок, последовательным осаждением 

изопропанолом. Полученную суспензию фильтровали через фильтр Шотта. 

Аморфный осадок с фильтра помещали в эксикатор для удаления остатков 
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влаги. Характеристики осадка: УФ(нм) – 308±2; ИК(см
-1

) – 1643, 1616, 1130, 

1130-1030, 889; ПМР(м.д.) – 2,55(с); 2,71(с); 3,91; 3,92; 3,93(т); 4,30; 4,31; 

4,32(т); 6,82(с); 
13

С-ЯМР(м.д.) – 19,5; 23,6; 49,4; 57,8; 108,2; 171,9; 168,4; 

148,9; 
31

Р-ЯМР(м.д.) – размытые сигналы: 0,9; 0,65; 0,1; -0,2; -0,3; -0,8. 

Количественное содержание фосфора молибдатно-ванадатным методом – (%) 

– 11, 30; теор.рассч. – 11,18. 

Комплексы фитиновой кислоты с глюкозамином (5:1).В химический 

стакан на 50 мл помещали 1,6280 г глюкозамина гидрохлорида и растворяли 

в минимально возможном количестве воды очищенной (≈10 мл). В 

полученный раствор вносили 2 мл 50% раствора фитиновой кислоты. Из 

полученной смеси на ледяной бане получали осадок, последовательным 

осаждением этиловым спиртом. Полученную суспензию фильтровали через 

фильтр Шотта. Аморфный осадок с фильтра помещали в эксикатор для 

удаления остатков влаги. Характеристики осадка: ИК(см
-1

) – 3354, 3292, 

1618, 1585, 1539, 1138, 1094, 1059, 1034, 891; ПМР(м.д.) – 2,85, 2,87, 2,90 (т); 

3,15, 3,16(д); 3,17, 3,18(д); 3,32, 3,33, 3,34, 3,35, 3,86, 3,38(м); 3,53; 3,55; 3,58; 

3,59; 3,61; 3,63; 3,64; 3,66; 3,67; 3,70; 3,71; 3,74; 3,76; 3,78; 3,79; 4,80, 4,82(д); 

5,31, 5,32(д); 
13

С-ЯМР(м.д.) – 92,6; 89,1; 76,1; 71,9; 71,5; 60,4; 60,2; 56,6; 54,2; 

31
Р-ЯМР(м.д.) – размытые сигналы: 0,8; 0,6; 0,3; -0,3; -0,4; -0,7. 

Количественное содержание азота, углерода и водорода элементным 

анализом(%) – 4,13; 28,62; 5,98; теор.рассч. – 4,40; 28,70; 6,04; фосфора 

молибдатно-ванадатным методом(%) – 11,92; теор.рассч. – 12,00. 

Комплексы фитиновой кислоты с трисамином (10:1). В химический 

стакан на 50 мл помещали 1,8290 г трисамина и растворяли в минимально 

возможном количестве воды очищенной (≈5 мл). В полученный раствор 

вносили 2 мл 50% раствора фитиновой кислоты. Из полученной смеси на 

ледяной бане получали осадок, последовательным осаждением этиловым 

спиртом. Полученную суспензию фильтровали через фильтр Шотта. 

Аморфный осадок с фильтра помещали в эксикатор для удаления остатков 

влаги. Характеристики осадка: ИК(см
-1

) – 3292, 1618, 1553, 1140, 1067(ш), 
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898; 
13

С-ЯМР(м.д.) – 61,46; 61,25; 61,06; 59,35; 59,17; 58,95; 58,95; 
31

Р-

ЯМР(м.д.) – размытые сигналы: 1,1; 0,55; -0,1; -0,3; -0,6; -0,7. Количественное 

содержание фосфора молибдатно-ванадатным методом – (%) – 10,035; 

теор.рассч. – 9,98. 

 

2.4. Методика приготовления гидрофильного геля комплекса фитиновой 

кислоты с ксимедоном 

 

В колбу помещали 12 г порошка гиалуроната натрия, при интенсивном 

перемешивании добавляли воду очищенную в количестве 1000 мл и 

оставляли набухать. Затем в полученный вязкий раствор при интенсивном 

перемешивании вводили 1 г консерванта нипагина, растворенного в 10 мл 

этанола. 75 г полученной массы помещали в колбу, туда же при интенсивном 

перемешивании помещали 12 мл 50% раствора фитиновой кислоты и 10 г 

ксимедона и доводили полученный гель водой до 100 г. Фиксировали рН и 

доводили до физиологического значения трисамином (не более 1%). 

 

2.5. Медико-биологические исследования комплексов фитиновой 

кислоты с биологически активными аминами 

 

Осмотическую активность ксимедона из изучаемого геля (кинетику 

выведения ксимедона из гидрогеля) проводили методом диализа через 

полупроницаемую мембрану (И.М.Перцев, 1979). 

Методика: Стеклянный цилиндр, дном которого служила целлофановая 

мембрана, помещали в сосуд со 100 мл дистиллированной воды (36,5±0,5ºС) 

таким образом, чтобы мембрана из целлофана была погружена в воду на 2 – 5 

мм (рис.2.1). 
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Рис.2.1. Установка для проведения диализа. 

 

Кинетику выведения ксимедона из гидрогеля определяли методом 

оценки временной зависимости выделения физиологически активных 

веществ (ксимедона) из геля при температуре 36,5±0,5ºС и исходных 

концентрациях геля С0=0,10 мг/мл и С0=0,05 мг/мл. Концентрацию 

ксимедона в диализате контролировали методом УФ-спектроскопии по 

интенсивности поглощения полосы с λmax=290 нм, используя калибровочный 

график. В качестве мембраны применяли целлофановую мембрану толщиной 

45±1 мкм (ТУ 6-06-576-77). 

 

2.5.1. Исследования влияния фитиновой кислоты и еѐ производных на 

процессы липопероксидации in vitro 

 

Хемилюминесцентный анализ (индуцированной железом и 

пероксидом водорода) на общую антиоксидантную активность проводили на 

биохемилюминометре марки БХЛ-06 (Н.Новгород). Методика. В кювету 

вносили 0,1 мл пробы, разводили еѐ 0,4 мл фосфатного буфера, приливали 

0,4 мл 0,5 mM раствора сульфата железа и 0,2% раствора перекиси водорода. 

Кювету помещали в кюветодержатель БХЛ-06 и измеряли интенсивность 

свечения за 30 сек. Фиксировали величины: Imax (mV), характеризующий 

максимальную вспышку хемилюминесценции; S(mV) – суммарная 

хемилюминесценция за 30 сек.; tg α2, показывающий скорость нормализации 

процессов свободно-радикального окисления; Imax/S – фактор 

Полый стеклянный цилиндр 

Фиксатор 

Мембрана (целлофан) 

Исследуемый препарат 

Растворитель 

Химический стакан 
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антиоксидантной активности. 

Активность супероксиддисмутазы (СОД) оценивали методом Т.В. 

Сироты [34]. Методика. В кювету помещали 2 мл бикарбонатного буфера (рН 

10,65) и 0,1 мл 0,1% раствора адреналина. После добавления 0,01 мл 

исследуемого раствора, содержимое кюветы быстро перемешивали и 

измеряли величину оптической плотности при 347 нм в течении 3 мин. В 

контрольную пробу раствор не добавляли. Общую активность фермента (Е) 

вычисляли по формуле: 

Е(%ингибирования) = [1 – (ΔDопыт/ΔDконтроль)]∙100%, 

где ΔDопыт и ΔDконтроль – скорости реакции аутоокисления адреналина, 

соответственно, в присутствии и отсутствии гомогената. Активность СОД 

выражали в условных единицах. За 1 условную единицу принимают 1% 

ингибирования. 

Уровень малонового диальдегида (МДА) в плазме крови определяли с 

помощью тест-набора (ЗАО «АГАТ», Москва). Методика. К 0.1 мл плазмы 

крови добавляли 0.5 мл 10% трихлоруксусной кислоты (TCA). Осадок белков 

удаляли центрифугированием и супернатант использовали для определения 

МДА. К 0.2 мл супернатанта добавляли 1.8 мл физиологического раствора, 

содержащего 10 % TCA, 1.5 мл 0.9% раствора TCA в 50% уксусной кислоте и 

раствор хлорного железа (FeCl3) для распада до МДА предобразованных 

гидроперекисей липидов, нагревали при 100ºC и после охлаждения 

определяли концентрацию МДА по поглощению раствора при 532 нм на 

спектрофотометре DU-50 (Beckman, США) в 1-см кювете.  

Уровень первичных продуктов пероксидного окисления липидов 

(ПОЛ) – диеновых конъюгатов (ДК) и триеновых конъюгатов (ТК) 

проводили в метанол-гексановой фазе экстракта липидов при длинах волн 

232нм и 275нм, а также по содержанию конечных продуктов – оснований 

Шиффа (ОШ) методом флуоресценции при длине волны возбуждения 365нм 

и длине волны эмиссии 420нм [7]. 
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2.5.2. Исследование эффективности действия гидрофильных гелей с 

комплексом фитиновой кислоты и ксимедона на процессы заживления 

ожоговых ран у крыс и антиоксидантной активности 

 

Исследование эффективности действия гидрофильных гелей с 

комплексом фитиновой кислоты и ксимедона на процессы заживления 

ожоговых ран у крыс проводилось в лаборатории отделения 

экспериментальной медицины ФГБУ «Нижегородский научно-

исследовательский институт травматологии и ортопедии» Министерства 

здравоохранения Российской Федерации.  

Животные. В экспериментах были использованы половозрелые (5 

месяцев) белые крысы линии Wistar. 

Источник животных. Питомник «Столбовая» ГУ НЦ БМТ РАМН.  

Карантин/адаптация. Прибывшие животные до начала исследования 

были помещены в отдельную комнату на период адаптации (14 дней). Во 

время этого периода у животных контролировали проявление отклонений в 

состоянии здоровья согласно Стандартной операционной процедуре 

лаборатории «Прием животных, карантин, адаптация».  

Распределение по группам. Животных распределяли по группам 

случайным образом, используя в качестве критерия массу тела, так, чтобы 

индивидуальная масса животных не отличалась более чем на 20% от средней 

массы животных одного пола. 

Идентификация. Каждому животному был присвоен индивидуальный 

номер, в соответствии с которым животному ставилась метка либо проколом 

ушной раковины, либо окраской красителями (эозин и метиленовый синий) 

поверхности хвоста по разработанным схемам. На этикетке клетки 

определенного цвета указывали группу, номер животного, метку, код 

исследования, руководителя.  

Содержание и уход. Основные правила содержания и ухода 

соответствовали нормативам, данным в руководстве Guide for care and use of 

laboratory animals. ILAR publication, 1996, National Academy Press. Все 
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процедуры по рутинному уходу за животными выполняли в соответствии с 

СОП лаборатории. 

Время проведения экспериментов. Эксперименты проводились в 

весеннее время года (17-27 марта 2014 года). 

Процедура введения вещества. Для оценки эффективности изучено 

наружное действие исследуемых препаратов при накожной аппликации в 

области ожоговой раны в первой половине дня в течение 10 суток лечения. 

Доза применения препаратов (лекарственной формы) соответствовала 10 

мг/см
2
. 

Моделирование инфицированной ожоговой раны. Моделирование ожога 

кожи IIIб степени осуществляли путем нанесения на дипилированную кожу 

поясничного отдела крыс дозированных ожогов площадью 235 мм
2
 (3*78,5 

мм
2
) с температурой ожоговой поверхности около 300°С и с длительностью 

соприкосновения с кожей 1 сек. Перед проведением данной процедуры крыс 

наркотизировали нембуталовым наркозом в дозе 35-40 мг/кг.  

Лечение изучаемыми препаратами начинали на следующие сутки после 

термического воздействия и нанесения микроорганизмов и продолжали в 

течение 10 суток.  

В эксперименте были использованы 15 беспородных крыс (самцы, масса 

тела 220-250 г), которые были разделены на 5 группы по 3 животных в 

каждой:  

1. Контроль I интактные животные 

2. Контроль II ожоговая рана + лечение гелем Декспантенол 4% для 

наружного применения 

3. Ожоговая рана + лечение гелем с ксимедоном (гель «Левоксим») 

4. Ожоговая рана + лечение гелем с фитиновой кислотой  

5. Ожоговая рана + лечение гелем с комплексом фитиновой кислоты и 

ксимедона (гель «Ксифит») 

Во время эксперимента регистрировали общее состояние животных, 

отмечали состояние и скорость заживления раневой поверхности.  
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Методы статистической обработки данных. Полученные результаты 

были обработаны на IBMPC/AT с помощью пакетов прикладных программ 

Statistica 6,0. Нормальность распределения значений параметров оценивали с 

использованием критерия Шапиро-Уилка. С учѐтом характера распределения 

признака для оценки статистической значимости различий применяли Н-

критерий Краскала-Уоллеса. 
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ГЛАВА 3. 

3.1. Исследование взаимодействия фитиновой кислоты и ксимедона в 

водной среде и изучение свойств комплексов фитиновой кислоты с 

ксимедоном в твѐрдом состоянии 

 

Исследование реакции переноса протона в водной среде методом 

потенциометрического титрования 

Исследование кислотно-основного взаимодействия ксимедона (Кси) и 

фитиновой кислоты в растворах методом потенциометрического титрования 

показало, что зависимость рН=f(Vкси) отражает характер титрования слабого 

(или очень слабого) основания сильной (или средней силы) кислотой, о чѐм 

свидетельствует рН исходного 5% (0,076 М) раствора фитиновой кислоты, 

равный 2.1 (рис. 3.1). Зависимость рН=f(Vкси) имеет несколько неявно 

выраженных ступеней, напоминая вид кривых титрования полифосфорных 

кислот. 

VКси, мл

5 1510 20 25 30 35 40
5

4,5

4

3,5

3

2,5

0

pH

 

Рис. 3.1. Зависимость рН=f(Vкси) при титровании 0,076 М раствора 

InsP6H12 1,19 М раствором Кси. 

Рассматривая кривую титрования как плавную (без учѐта 

незначительных скачков), в первом приближении можно оценить pKa 
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кислоты КсиН
+
, сопряженной слабому основанию - ксимедону, как точку ½ 

скачка рН; pKa = 3.25. 

Сопряженная Кси кислота может образовываться как по реакции 

переноса протона от диссоциированной InsP6H12 в исходном водном растворе 

(3.1а), так и по таким механизмам, как нековалентное связывание другого 

гидроксила в фосфатной группе и взаимодействие за счѐт водородных связей 

и электростатических сил. 

InsP6H12

Н2О

[InsP6H12-a]
(12-a)- + aН+

,        рН 2.1  (3.1а),  

где a – число протонов, образованных в результате диссоциации. 

H+ + X-  + Кси [КсиH+]X-
,            рН 2.1 – 4.7

 
(3.1б), 

где X
-
 условно обозначен как фитат-анион. 

 

УФ-спектральный анализ 

Расчѐт величины рКа для сопряженной ксимедону кислоты КсиН
+
, 

образующейся при  взаимодействии с фитиновой кислотой в водной среде, 

был выполнен при сравнении данных растворения Кси и Кси∙HCl в водной 

среде хлористоводородной и фитиновой кислот методом УФ-спектрального 

анализа. Из данных рисунка 3.2 а,б видно, что в кислых средах (в 

присутствии НСl) наблюдается батохромный сдвиг длины волны поглощения 

С=О группы ксимедона с 299,9 нм (вода) до 309 нм, а в щелочных средах 

(NaOH) максимум положения полосы остаѐтся неизменным, при этом 

интенсивность поглощения резко увеличивается с ростом рН.  

Показателем интенсивности переноса протона при взаимодействии 

ксимедона с хлористоводородной кислотой может служить кажущийся 

молярный коэффициент экстинции ε, поскольку оптическая плотность одной 

и той же концентрации ксимедона существенно различается в области рН от 

4 до 13 и в интервале от 4 до 1 (рис. 3.2б). 
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Рис. 3.2. Данные УФ-спектров поглощения 5,9·10
-5

 М раствора Кси в 

водных растворах при различных рН: а)A=f(λ); б) ε=f(рН). 

 

Молярные коэффициенты экстинции ε  представлены в таблице 3.1 и 

рассчитаны в соответствии с уравнением Бугера-Ламберта-Бера и известных 

соотношениях [184]: 

А = ε кси∙Cкси∙l + ε ксиH+∙CксиH+∙l при l = 1 см  (3.2) 

кси ксиH

ксиксиH

C

C

 

 









     (3.3),  

где С – молярная концентрация, А-оптическая плотность, ε=А/С∙l 

Кривая зависимости кажущегося молярного коэффициента экстинции ε 

для ксимедона и его протонированной формы от рН раствора HCl имеет 

резкий скачок в интервале от 1 до 4, совпадающий с интервалом рН на 

кривой потенциометрического титрования фитиновой кислоты ксимедоном, 

но обладает более пологим переходом (рис.3.1, 3.2б). Данные рисунка 3.2б и 

таблицы 3.1 позволили нам рассчитать по уравнению (3.4) величину рККсиН+ 

для Кси гидрохлорида, равную 3.25, что соответствует приближенной оценке 

рККсиН+ по результатам потенциометрического титрования фитиновой 

кислоты ксимедоном.  
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   (3.4) 

 

Таблица 3.1. 

УФ-спектральные данные 5,9·10
-5

 МКси в водных растворах HCl и 

NaOH. 

№ кривой 1 2 3 4 5 6 7 8 

рН 6,12 10,16 10,67 11,24 11,86 12,86 3,99 3,72 

λ, нм 299,7 299,8 299,8 299,8 299,7 299,7 302,8 305,3 

ε, л∙моль
-1

·см
-1

 7627 7605 7733 7754 7759 7780 7667 8686 

№ кривой 9 10 11 12 13 14 15 

рН раствора 3,40 3,22 2,92 2,62 2,31 1,33 1,00 

λ, нм 307,0 307,6 308,1 308,5 308,7 308,8 309,0 

ε, л∙моль
-1

·см
-1

 9391 9777 10173 10357 10469 10788 10868 

 

Анализ УФ-спектров взаимодействия Кси и фитиновой кислоты показал, 

что в спектре, даже при значительном молярном избытке ксимедона – 

Кси:InsP6H12 = 14:1, наблюдается только основная полоса с λmax= 309 нм, 

характерная для протонированной формы Кси (рис. 3.3, табл.3.2). 

 

Таблица 3.2. 

УФ-спектральные данные смеси 1·10
-5

 М раствора фитиновой кислоты и 

ксимедона при различных молярных соотношениях. 

№ кривой 
Cкси, 

М∙10
5
 

n=Скси:СInsP6H12 А отн. λmax, нм 
ε, л∙моль

-

1
·см

-1
 

1 1,10 1:1 0,2758 309,6 25073 

2 2,05 2:1 0,3935 309,2 19195 

3 4,03 4:1 0,5941 309,1 14742 

4 6,02 6:1 0,7075 309,0 11752 

5 12,01 12:1 1,3414 309,1 11169 

6 14,01 14:1 1,5096 309,1 10775 

7 5,90 - 0,4500 299,9 7627 
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Рис. 3.3. УФ-спектры поглощения 1·10
-5

 М растворов InsP6H12 и Кси при 

различных молярных соотношениях n (табл.2): а)A=f(λ); б) ε=f(n). 

 

Этот результат может быть объяснѐн возможностью образования 

различных структур протонированной формой ксимедона (схема1). 

 

N

N

CH3

H3C OH

CH2CH2OH

B

N

NH

CH3

H3C O

CH2CH2OH

A

N
H

N

CH3

H3C O

CH2CH2OH

C D

N

N

CH3

H3C OH

CH2CH2OH

 

Схема 3.1. Возможные структуры протонированого Кси. 

 

Анализ твёрдого продукта взаимодействия ксимедона и фитиновой 

кислоты 

Характер протонирования ксимедона InsP6H12 оценивался также по 

твѐрдому продукту – комплексу ФК с Кси, полученному осаждением 

пропанолом-2 из реакционной смеси. Данные 
1
Н-, 

13
С-ЯМР и ИК-

спектроскопии сопоставлены со спектрами Кси и Кси гидрохлорида 

[КсиH
+
]Cl

-
. 
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Рис. 3.4. 
13

С-ЯМР спектры ксимедона (а), ксимедона гидрохлорида (б) и 

комплекса фитиновой кислоты и ксимедона (условно – ксимедона фитат) (в). 

(а) 

(б) 

(в) 
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Рис. 3.5. 
1
Н-ЯМР спектры ксимедона , ксимедона гидрохлорида (б) и 

комплекса фитиновой кислоты и ксимедона (условно – ксимедона фитат) (в). 

 

(а) 

(б) 

(в) 
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Таблица 3.3.  

Данные ЯМР спектров Кси, [КсиH
+
]Cl

-
 и комплекса ФК и Кси (условно – 

КсиH
+
фитат) (D2O) 

N

N

CH3

OH3C

CH2CH2OH
1

3

24

5

6

 

Группа  
13

СЯМР 

δ,м.д. 

1
Н ЯМР 

δ,м.д 

-СН3 (6) 

Кси 20,1 2,29 

КсиH
+
хлорид 19,4 2,56 

КсиH
+
фитат 19,5 2,55 

-СН3 (5) 

Кси 23,1 2,47 

КсиH
+
хлорид 21,7 2,74 

КсиH
+
фитат 23,6 2,71 

N-CH2(1) 

Кси 47,9 

3,89 

3,86 

3,84 

КсиH
+
хлорид 49,4 

3,96 

3,93 

3,91 

КсиH
+
фитат 49,4 

3,91 

3,92 

3,93 

-CH2-OH 

Кси 58,4 

4,16 

4,14 

4,11 

КсиH
+
хлорид 57,8 

4,35 

4,33 

4,30 

КсиH
+
фитат 57,8 

4,30 

4,31 

4,32 

CH 

Кси 108,3 6,48 

КсиH
+
хлорид 108,3 6,84 

КсиH
+
фитат 108,2 6,82 

C=C (4) 

Кси 160,6 - 

КсиH
+
хлорид 172,1 - 

КсиH
+
фитат 171,9 - 

C=C (6) 

Кси 157,9 - 

КсиH
+
хлорид 168,5 - 

КсиH
+
фитат 168,4 - 

C=O (2) 

Кси 175,5 - 

КсиH
+
хлорид 149,0 - 

КсиH
+
фитат 148,9 - 
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В 
13

С-ЯМР спектрах наблюдаются наиболее существенные изменения 

(рис.3.4, табл. 3.3). Разница в химических сдвигах у атомов углерода 

карбонильной группы соединений комплекса фитиновой кислоты с Кси и 

[КсиH
+
]Cl

-
(рис. 3.4 б, в) по отношению к Кси (рис. 3.4 а) составляет 

25м.д.Сигналы 
1
Н и 

13
С-ЯМР спектров Кси фитата и гидрохлорида (рис.3.4 б, 

в; рис. 3.5. б, в) практически совпадают, но отличаются от исходного Кси 

(рис 3.4 а; рис. 3.5 а), что свидетельствует о близкой структуре катионоидной 

части комплекса. 

В ИК-спектрах твѐрдого осадка, выделенного из реакционной смеси 

ксимедона и фитиновой кислоты, содержатся все валентные колебания 

протонированной формы ксимедона (рис.3.6). Кроме того, в спектрах 

выявлены полосы валентных колебаний С-О (эфирной) связи – 1130-1030 см
-

1
; появляются полосы, характерные для аниона фитиновой кислоты, 

отражающие колебания Р-О связи 889 см
-1

 со сдвигом ∆ν в продукте 

относительно исходной фитиновой кислоты [63], равным 2 см
-1

. Колебания 

фосфорильной группы проявлялись в виде полосы 1130 см
-1

, а также в 

области 1616 см
-1 

, в отличие от валентных колебаний фитиновой кислоты 

(1643см
-1

), Δν = 27 см
-1

(рис.3.7). 

Ксимедон
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Ксимедона гидрохлорид

 

Ксимедона фитат

 
Рисунок 3.6. ИК-спектры ксимедона, ксимедона гидрохлорида и фитиновой 

кислоты с ксимедоном (условно – ксимедона фитат). 

 

Фитиновая кислота

 
Рисунок 3.7. ИК-спектры фитиновой кислоты (литературные [63] и 

экспериментальные данные). 
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Доказательством сохранения структуры цикла InsP6, как носителя 

шести фосфатных групп в комплексе с Кси, является эксперимент с 

реактивом Вэйда, в котором сульфосалицилатный комплекс Fe (III) способен 

количественно взаимодействовать с фосфатными группами 

гексакисфосфатом мио-инозита (табл 3.4) [182]. 

 

Таблица 3.4.  

Анализ фитиновой кислоты с реактивом Вэйда в смесях с 

ксимедоном. 

InsP6Н12:Кси конц. Кси, μМ Атекущее А0 -Атек 

1:1 300 0,3307 0,2132 

1:2 600 0,3320 0,2119 

1:3 900 0,3284 0,2155 

1:6 1800 0,3309 0,2130 

1:10 3000 0,3279 0,2160 

1:12 3600 0,3291 0,2148 

1:14 4200 0,3314 0,2124 

1:0 (контроль InsP6H12) 0 0,3288 0,2151 
А0 – оптическая плотность реагента в отсутствие I, А0=0,5439. 

 

Полученные нами данные позволили предположить, что в водных 

растворах даже при избытке Кси, вероятно, его комплексообразование с 

фитиновой кислотой протекает довольно сложно с образованием ионных и 

Н-ассоциированных агрегатов, в которых катиоидная часть представлена 

протонированной формой ксимедона и имеющих аналогию с комплексами, 

образующимися по типу «гость-хозяин», в котором роль «хозяина» 

выполняет фитиновая кислота (рис. 3.8). 
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Рис. 3.8. Предполагаемая структура Н-ассоциированных агрегатов 

ксимедона и фитиновой кислоты. 

 

Результаты, полученные с реактивом Вэйда, позволяют кроме прочего 

прогнозировать сохранение высоких антиоксидантных свойств фитиновой 

кислоты в составе комплексов с Кси. 

 

Выводы по пункту 3.1. 

Методами ИК- УФ- 
1
Н- и 

13
С- ЯМР спектроскопии, и 

потенциометрическим титрованием показано, что взаимодействие мио-

инозитгексакисфосфата (InsP6H12) и 1-(β-оксиэтил)-4,6-диметил-1,2-дигидро-

2-оксопиримидина (ксимедона) в водном растворе протекает через стадию 

переноса протона с образованием ионных и Н-ассоциированных комплексов, 

причѐмвзаимодействие с Кси происходит по атому кислорода карбонильной 

группы. 

Комплексообразование фитиновой кислоты с аминами через стадию 

реакций с переносом протона подтверждены потенциометрическим 

титрованием. УФ-спектральные и потенциометрические исследования 
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позволили рассчитать сопряженной ксимедону кислоты рККсиН
+
=3,25 в 

реакции с InsP6H12 и HCl. 

 

3.2. Комплексы фитиновой кислоты с глюкозамина гидрохлоридом и 

трисамином 

 

Представляло интерес исследовать комплексы, полученные из 

фитиновой кислоты и глюкозамина гидрохлорида, и фитиновой кислоты и 

трисамина, а также изучить фармакологическую направленность действия 

этих комплексов с целью создания на их основе новых лекарственных 

средств в виде растворов, гидрофильных гелей, лосьонов. 

 

Нековалентное взаимодействие фитиновой кислоты с биологически 

активными аминами в водных средах 

Потенциометрическое исследование взаимодействия [ГАH
+
]Cl

-
 и 

InsP6H12 в водных растворах показало, при титровании 5% (0,076 М) 

раствораInsP6H12  ГА гидрохлоридом (0,460 М) равными порциями с 

остановками для установления равновесия, скорость изменения рН 

непостоянна. Вначале рН изменяется быстро при добавлении небольшого 

объема титранта, затем скорость изменения рН постепенно уменьшается. 

Изменение рН происходило ступенчато от рН 2,1 (рКа для диссоциации по 

первой ступени InsP6H12 равно 1,90) до рН 1,7 (рис. 3.9, кривая 1). Основное 

влияние на форму кривой титрования оказывает диссоциация InsP6H12 

(уравнение 3.5а) и присутствие в системе хлорид-иона, способствующего 

стабилизации депротонированной формы [40]. Последний нижний участок 

указывает на присутствие в системе раствора HCl и завершение образования 

комплекса фитиновой кислоты и ГА в этих условиях (уравнение 3.5б). 
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Рис. 3.9. Зависимость рН=f(Vтитранта), титрование 0,076 М раствора 

InsP6H12 0,460 М раствором [ГАH
+
]Cl

-
 (кривая 1) и 0,460 М HCl (кривая 2). 

 

О появлении в системе НСl также свидетельствует контрольный опыт 

добавления в раствор InsP6H12 3,5 мл 0,460 М раствора НСl и снижения рН 

раствора до той же самой величины – рН 1,7 (рис. 3.9, кривая 2). 

InsP6H12

Н2О

[InsP6H12-a]
(12-a)- + aН+

,  рН 2,1 (3.5а),  

где a – число протонов, образованных в результате диссоциации. 

H+ + X-  + [ГАН+]Cl- [ГАH+]X-  + HCl , рН 1,7
 

(3.5б), 

где X
-
 условно обозначен как фитат-анион. 

Диссоциация InsP6H12 в воде происходит преимущественно по первой 

ступени (рКа 1,90) во всех шести фосфатных группах, аналогично 

диссоциации фосфорной кислоты (рКа 2,12) и глюкозо-1-фосфата (рКа 1,10) 

при отрыве первого протона [4]. 

В целом, зависимость рН=f(VГАH
+
) можно рассматривать как кривую 

титрования многоосновного основания – аниона фитата, кислотой – 

протонированным ГА (катионной кислотой или ониевым ионом). Можно 

предположить, что в случае комплекса фитиновой кислоты и ГА, наиболее 
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вероятно, образуются соединения солевого типа, стабилизованные хлорид-

ионом, что согласуется с литературными данными [40]. 

 

Рис. 3.10. Зависимость рН=f(vТА) при титровании 0,076 М раствора 

InsP6H12 0,830 М раствором ТА. 

 

В отличие от этого, вид кривой титрования InsP6H12 трисамином близок 

к кривой титрования кислоты ксимедоном, что свидетельствует об 

образовании сопряженной трисамину кислоты в следствие реакции переноса 

протона, что говорит о том, что в образование комплексов фитиновой 

кислоты и ТА большой вклад вносит донорно-акцепторное взаимодействие и 

водородное связывание(рис. 3.10). 

Стехиометрия 5:1, полученная при потенциометрическом титровании 

глюкозамина гидрохлорида фитиновой кислотой подтверждается 

результатами элементного анализа твѐрдого продукта, полученного 

высаливанием комплекса фитиновой кислоты с ГА этанолом из водного 

раствора (табл. 3.5). 

Таким образом, на основании элементного анализа, состав фитиновой 

кислоты и ГА может быть представлен как InsP6∙5ГА. 
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Таблица 3.5. 

Элементный анализ комплекса фитиновой кислоты и глюкозамина  

Система 

C[%] H [%] N [%] P [%] 

Рассч. 
Эксп. 

найд. 
Рассч. 

Эксп. 

найд. 
Рассч. 

Эксп. 

найд. 
Рассч. 

Эксп. 

найд. 

Комплекс 

фитиновой 

кислоты и ГА 

(InsP6∙5ГА) 

28,70 28,62 6,04 5,98 4,40 4,13 1,19 1,22 

Абс. откл. 0,540 0,069 0,080 0, 090 

Отн.откл.RSD% 1,900 1,157 1,920 1,592 

 

ГА и, соответственно, его протонированные формы, выступающие в 

качестве лиганда в комплексах, существуют в виде α- и β-эпимеров, что 

находит отражение в 
13

С ЯМР спектрах (рис. 3.11). Основные сигналы (δ, 

ppm) [ГАH
+
]Cl

-
 (С1 α-эпимер 92,6 и β-эпимер 89,1; 76,1; 71,9; 71,5; 69,7; 60,5; 

60,3; 55,7; 54,3) и комплекса фитиновой кислоты и ГА (С1 α-эпимер 92,6 и β-

эпимер 89,1; 76,1; 71,9; 71,5; 60,4; 60,2; 56,6; 54,2) практически 

совпадали[48], (рис. 3.11). 

 

 
Рис. 3.11. 

13
С-ЯМР спектры глюкозамина гидрохлорида и комплекса 

фитиновой кислоты и глюкозамина. 
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ПМР спектр комплекса фитиновой кислоты и ГА (D2O) содержит 

следующие сигналы (δ, ppm): два т. 2,85, 2,87, 2,90; два д. 3,15, 3,16, 3,17, 

3,18; мультиплет 3,32, 3,33, 3,34, 3,35, 3,86, 3,38; комплекс для двух эпимеров 

3,53, 3,55, 3,58, 3,59, 3,61, 3,63, 3,64, 3,66, 3,67, 3,70, 3,71, 3,74, 3,76, 3,78, 

3,79; д. 4,80, 4,82; д. 5,31, 5,32, которые близки с сигналами смеси эпимеров 

исходного [ГАH
+
]Cl

-  
[48, 140] (рис. 3.12). 

 

 
Рис. 3.12. 

1
Н-ЯМР спектры глюкозамина гидрохлорида и комплекса 

фитиновой кислоты и глюкозамина. 

 

Из данных ЯМР спектров следует, что катионоидный фрагмент 

комплекса имеет близкую структуру с протонированной частью глюкозамина 

гидрохлорида. 
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В реакции образования комплексов фитиновой кислоты и трисамина 

используется изначально не протонированный амин (как и в случае с 

ксимедоном), в связи с чем при сравнении 
13

С и ПМР спектров трисамина и 

комплекса фитиновой кислоты и ТА мы наблюдаем образование 

протонированных форм ТА в катионоидной части последнего (рис. 3.13).  

 

Рис. 3.13. 
13

С-ЯМР спектры трисамина и комплекса фитиновой кислоты 

с трисамином (условно – трисамина фитат) (D2O). 

 

На 
13

С-ЯМР спектрах комплекса фитиновой кислоты и трисамина 

наблюдалось смещение полосы С-NH2 трисамина с 63 м.д. в сторону более 

протонированной формы 64 м.д. (рис. 3.13). Сопоставление 
13

С-ЯМР 

спектров комплексов и исходных аминов показало, что наиболее 

существенные изменения наблюдаются у атомов углерода карбонильной 

группы: разница в химических сдвигах для комплекса фитиновой кислоты и 
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ТА составила почти 5 м.д., а для комплекса с Кси 25 м.д. Наличие подобных 

изменений в спектрах комплексов свидетельствует о том, что в 

образующихся соединениях в роли катиона выступают протонированные 

формы аминов. 

Из основных сигналов 
13

С ЯМР спектров (δ, ppm) ТА (63,20; 63,00; 

62,79; 62,79; 56,51; 56,32; 56,11) и комплекса фитиновой кислоты с ТА (61,46; 

61,25; 61,06; 59,35; 59,17; 58,95; 58,95) наблюдалось смещение полосы С-NH2 

ТА с 63 м.д. в сторону более протонированной формы 64 м.д. Сопоставление 

13
С-ЯМР спектров комплекса и исходного ТА показало изменения у атомов 

углерода карбонильной группы: разница в химических сдвигах для 

комплекса фитиновой кислоты и ТА составила почти 5 м.д. 

31
Р ЯМР спектры комплексов фитиновой кислоты с ГА и ТА, близки и 

позволяют предположить структуры с неэквивалентными фосфатными 

группами. На рис. 3.14 а это наблюдение проиллюстрировано на примере 

комплекса фитиновой кислоты и ГА. Значения химических сдвигов лежат в 

интервале от -1 до +1, что является типичным для фосфатных эфиров 

биогенных соединений (рис. 3.14 б).  

а) б) 

  

Рис. 3.14. 
31

Р ЯМР-спектры: а) комплекс фитиновой кислоты и 

глюкозамина; б) лецитиновая фракция сои (D.-L.M. Tzou, 2005). 
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Образование комплексов фитиновой кислоты с аминами доказывает и 

анализ ИК-спектров (табл. 3.6.) твѐрдых продуктов реакции InsP6H12 с ГА 

(рис. 3.15) и с ТА (рис. 3.16). 

 

Таблица 3.6. 

Данные ИК-спектров продуктов взаимодействия фитиновой кислоты с 

аминами. 

Группа 

Волновое число, см
-1

 

InsP6H12 [ГАН]
+
Сl

-
 

Комплекс 

фитиновой 

кислоты и 

ГА 

(InsP6∙5ГА) 

ТА 

Комплекс 

фитиновой 

кислоты и 

ТА  

OH, ν 3320 3319 
3354 

3292 

3346 

3331 

3290 

3292 

С-О 

спирт. 
- 

1094 

1067 

1038 

1094 

1059 

1034 

1066 

1036 

1024 

1067 (ш) 

NH3
+
,δ - 

1584 

1537 

1585 

1539 
1589 1553 

P-O, ν 889 - 891 - 898 

P=O,ν 
1643 

1130 
- 

1618 

1138 
- 

1618 

1140 

 

В ИК-спектре комплекса фитиновой кислоты и глюкозамина 

содержатся полосы всех деформационных и валентных колебаний 

протонированной формы глюкозамина, валентных колебаний С-О-связи 

эфирного (1150-1030 см
-1

), спиртового фрагментов и сахаров (854 см
-1

). 

Кроме того, в спектре исчезает полоса Cl
-
 (774 см

-1
), появляются полосы, 

характерные для аниона фитиновой кислоты [63], а именно: колебания Р-О-

связи (889 см-1) сдвиг по отношению к продукту ∆ν=2 см-1, колебания 

фосфорильной группы 1130 и 1643 см
-1

 (сдвиг в продукте ∆ν=8 см
-1

). 

Отсутствие Cl
-
 также было подтверждено отрицательной пробой с AgNO3. 
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Фитиновая кислота

 

Глюкозамина гидрохлорид

 

Глюкозамина фитат

 
Рис. 3.15. ИК-спектры  фитиновой кислоты [63], глюкозамина гидрохлорида, 

комплекса фитиновой кислоты и глюкозамина (условно – глюкозамина 

фитат). 
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Фитиновая кислота

 

Трисамин

Трисамина фитат

 
Рис. 3.16. ИК-спектры фитиновой кислоты [63], триcамина и комплекса 

фитиновой кислоты с трисамином (условно – трисамина фитат). 
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ИК-спектр продукта взаимодействия фитиновой кислоты и трисамина 

также содержит полосы, характерные для аниона фитиновой кислоты, 

отражающие колебания Р-О связи 889 см
-1

 со сдвигом ∆ν в продукте 

относительно исходной фитиновой кислоты, равным 9 см
-1

. Колебания 

фосфорильной группы проявляются в виде полосы 1130 см
-1

, а также в 

области 1616 см
-1

, в отличие от валентных колебаний фитиновой кислоты 

1643 см
-1

 (Δν = 27 см
-1

). Кроме того, выявлены полосы валентных колебаний 

С-ОН спиртовой связи 1066 см
-1

 и С-О (эфирной) связи – 1130-1030 см
-1

. 

На данном этапе работы проведены исследования, подтверждающие 

сохранение цикла фосфорилированного сахара InsP6 (с реактивом Вэйда). 

Оптическая плотность при 500 нм реакционной смеси фитиновой кислоты и 

биологически активных аминов оставалась неизменной в широком диапазоне 

молярных соотношений от 1:1 до 1:12 и соответствовала значению 

оптической плотности исходного раствора фитиновой кислоты в отсутствие 

лиганда, что подтверждает сохранение аниона – гексакисфосфатного 

инозитного фрагмента. 

Кроме того, результаты с реактивом Вэйда, аналогичные полученным 

ранее для комплекса фитиновой кислоты и ксимедона, также говорят о 

сохранении антиоксидантных свойств фитиновой кислоты в комплексах с 

трисамином и глюкозамином. 

 

Выводы по пункту 3.2. 

Впервые выделены комплексы фитиновой кислоты и ГА и ТА в твѐрдом 

состоянии, структура которых доказана ИК-, 
1
Н-, 

13
С- и 

31
Р- ЯМР 

спектроскопией. Установлено, что реакция InsP6H12 с аминами идѐт с 

протонированием, причѐм взаимодействие с ТА происходит по аминогруппе, 

а протонированный ГА образует соединение солевого характера. 

Стехиометрия комплекса зависит от условий приготовления и соотношение 

ТА : InsP6H12 лежит в интервале от 5:1 до 10:1, а для солевого комплекса 
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фитиновой кислоты и ГА имеет cостав InsP6H7•5С6Н13О5N (элементный 

анализ по C, N, H, P).  

Можно предположить, что комплексы фитиновой кислоты с 

глюкозамином и трисамином будут не снижать антиоксидантную активность, 

присущие по литературным данным, фитиновой кислоте, поскольку 

гексафосфат инозитный фрагмент InsP6H12 во всех комплексах остаѐтся 

неизменным (эксперименты с реактивом Вэйда). 

 

3.3. Доказательство антиоксидантной активности фитиновой кислоты и 

еѐ комплексов с аминами 

 

Результаты, полученные с реактивом Вэйда, позволяют прогнозировать 

высокие антиоксидантные свойства комплексов фитиновой кислоты с 

аминами, сравнимые со свойствами самой фитиновой кислоты в живом 

организме, за счѐт связывания фитатами Fe
2+

/Fe
3+

 по типу реакции 

комплексообразования ионов металлов с ЭДТА, что, в свою очередь, 

блокирует цепную реакцию образования разнообразных активных форм 

кислорода [33, 94, 112], участвующих в процессах ПОЛ. Принципиально эта 

схема изучена с помощью реакции Фентoна in vitro на гомогенате слизистой 

оболочки толстой кишки крыс линии Вистар [131]. 

Ингибирующее влияние фитиновой кислоты и еѐ комплексов с аминами 

на процессы липопероксидации было изучено на модели цельной 

консервированной крови в условиях in vitro. 

 

3.3.1. Изучение влияние фитиновой кислоты на баланс про- и 

антиоксидантных систем крови 

 

В настоящее время в зарубежной литературе широко обсуждаются 

антиоксидантные эффекты фитиновой кислоты, лежащие в основе 
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механизмов еѐ действия, в том числе в составе противоопухолевой терапии 

[49, 90, 106]. Показано, что она способна полностью предотвращать железо-

катализируемое образование радикалов, что отличает еѐ от других 

химических соединений, проявляющих антиоксидантную активность [94]. 

Изучена и доказана эффективность фитиновой кислоты в снижении 

активности липопероксидации в клетках печени, в частности, при 

моделировании алкоголь-индуцированного стресса [115].  

Антиоксидантные свойства растворов фитиновой кислоты различных 

концентраций в настоящей работе изучались методом 

биохемилюминесценции, индцированной реакцией Фентона. В таблице 3.7 

представлены данные, полученные условиях in vitro на плазме крови 

человека при воздействии растворов фитиновой кислоты концентраций 5, 

10,30 и 100 mM.  

 

Таблица 3.7. 

Показатели СРО плазмы крови при воздействии растворов фитиновой 

кислоты различных концентраций. 

Опыт 

Интенсивность СРО по Фентону 

(ПОЛ) 

Скорость 

нормализации СРО 

(АОА) 

Светосумма 

вспышки 

(S, мВ·с) 

Интенсивность 

вспышки 

(Imax, мВ) 

К=Imax/S tgα2 

Контроль 
9,6550 ± 

0,4833 
1,1395 ± 0,0290 0,1180 0,3940 ± 0,0107 

5 mM 
12,3800 ± 

0,5667 
1,3150 ± 0,0447 0,1062 0,4130 ± 0,0220 

10 mM 
13,8150 ± 

0,3967 
1,4325 ± 0,0190 0,1037 0,4770 ± 0,0067 

30 mM 
14,5150 ± 

0,8700 
1,3090 ± 0,1107 0,0902 0,3630 ± 0,0353 

100 mM 
17,2000 ± 

0,9067 
1,3655 ± 0,1663 0,0794 0,3625 ± 0,0323 
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Анализ интенсивности липопероксидации в плазме крови контрольного 

и опытных образцов (значение светосуммы вспышки; S, мВ·с) позволил 

установить, что введение фитиновой кислоты обуславливает нарастание 

данного параметра от 28% до 79% по отношению к контролю при 

воздействии минимальной (5mM) и максимальной (100mM) дозами 

соответственно (р<0,05), что говорит о прямой линейной зависимости 

увеличения перекисного окисления липидов при увеличении дозы препарата. 

Вместе с тем, интенсивность свободно радикального окисления (СРО) 

линейно уменьшается, что, по-видимому, связано с угнетением эндогенного 

пула антиоксидантных систем крови при воздействии растворов 30 и 100 mM 

концентраций (рис.3.17).  

 

Рис. 3.17. Интенсивность свободно-радикального окисления липидов в 

плазме крови при действии растворов фитиновой кислоты («*» – уровень 

статистической значимости различий p<0,05). 

 

Анализ общей антиоксидантной активности (рис. 3.18) показал, что 

максимальная общая антиоксидантная активность регистрируется при 

введении в образцы крови водных растворов фитиновой кислоты с 

концентрацией 10 mM и составляет 21% по сравнению с контролем (р<0,05). 

Добавление большей дозы препарата вызывает заметное уменьшение 

антиоксидантных резервов крови вплоть до значений ниже контрольного 

(р<0,05). 
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Рис. 3.18. Общая антиоксидантная активность плазмы крови при 

действии растворов фитиновой кислоты («*» – уровень статистической 

значимости различий p<0,05). 

 

Для подтверждения достоверности полученных данных, регистрировали 

содержание одного из продуктов ПОЛ – концентрацию малонового 

диальдегида в плазме всех образцов крови (рис. 3.19). По результатам 

проведенного эксперимента, в плазме регистрировали нарастание 

концентрации малонового диальдегида при воздействии минимальной дозы 

фитиновой кислоты (5 mM ), которая составляла 33% по сравнению с 

контролем. Добавление фитиновой кислоты с концентрацией 10 mM 

показала более умеренное значение МДА и составила 29%. Дальнейшее 

увеличение дозы фитиновой кислоты вызывало ожидаемое повышение 

концентрации малонового диальдегида в плазме крови в 1,5 и 2,9 раза при 

использовании 30 mM и 100 mM растворов соответственно (р<0,05). Таким 

образом, нами выявлено, что эффекты 5 – 30 mM растворов фитиновой 

кислоты в отношении перекисного окисления липидов при введении еѐ в 

образцы крови носят адаптивный характер, оптимизируя функционирование 

системы «про-/антиоксиданты». Использование 100 mM раствора заметно 

смещает равновесие системы в сторону проантиоксидантных свойств. 
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Рис. 3.19 Концентрация малонового диальдегида в плазме крови при 

действии растворов фитиновой кислоты. 

 

Кроме того в работе проводилась оценка активности фермента 

супероксиддисмутазы (СОД). Анализ данных показал увеличение активности 

супероксиддисмутазы при добавлении 5 и 10 mM растворов фитиновой 

кислоты в 1,7 и 2,5 раза (р<0,05) соответственно (рис.3.20).  

 

 

Рис. 3.20. Активность супероксиддисмутазы крови при действии 

растворов фитиновой кислоты. 

 

Использование раствора с концентрацией 30 mM приводило к 

умеренному угнетению активности энзима. Вместе с тем, использование 100 

mM раствора фитиновой кислоты показывало выраженную модуляцию 
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каталитической активности фермента – в 4 раза по сравнению с контролем, 

связнную, по-видимому, сполным подавлением эндогенного пула 

антиоксидантных систем крови этой дозой препарата. 

Результатом данного этапа работы стало подтверждениевыраженных 

антиоксидантных свойств фитиновой кислоты в условиях in vitro 

проявляющихся на фоне умеренной активизации процессов 

липопероксидации, которые, по видимому носят адаптивный характер. 

Выявлено, что фитиновая кислота обладает дозозависимой актиоксидантной 

активностью, благодаря чему способна в условиях in vitro пополнять пул 

эндогенных антиоксидантов крови. 

Сопоставление полученных данных (ПОЛ, АОА, МДАпл, СОД), 

позволило выявить, что раствор фитиновой кислоты с концентрацией 10 mM, 

наиболее оптимально активизирует про- и антиоксидантный баланс крови, 

что позволяет нам использовать эту концерацию для получения комплексов 

фитиновой кислоты и аминов. 

 

3.3.2. Сравнительный анализ антиоксидантных эффектов комплексов 

фитиновой кислоты с аминами 

 

Для изучения антиоксидантных свойств комплексов фитиновой ксилоты 

с аминами были приготовлены растворы, содержащие 10 mMфитиновую 

кислоту к которой в соотношении 1:5, 1:6 и 1:10 были прибавлены растворы 

глюкозамина, ксимедона и трисамина соответственно. В условиях in vitro на 

плазме крови человека методом биохемилюминесценциипоказано, что 

интенсивность свободно радикального окисления (СРО) умеренно 

увеличивается при введении в систему InsP6H12 и еѐ комплексов с аминами, 

что должно характеризовать усиление процессов липопероксидации под 

влиянием комплексов фитиновой кислоты с аминами по сравнению с 

образцом, содержащим фитиновую кислоту (табл.3.8, рис.3.21).  
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Таблица 3.8. 

Показатели СРО плазмы крови при воздействии фитиновой кислоты и еѐ 

комплексов с аминами. 

Опыт 

Интенсивность СРО по Фентону 

(ПОЛ) 

Скорость 

нормализации 

СРО (АОА) 

Светосумма 

вспышки 

(S, мВ·с) 

Интенсивность 

вспышки 

(Imax, мВ) 

К=Imax/S tgα2 

Контроль 
9,7867 ± 

0,0468 
1,3117 ± 0,0393 

0,1340 ± 

0,0110 
0,4200 ± 0,0630 

InsP6H12 
13,4600 ± 

0,0415 
1,5293 ± 0,0327 

0,1136 ± 

0,0367 
0,5473 ± 0,0438 

ТА+InsP6H12 
11,9133 

±0,0042 
1,6760 ±0,0438 

0,1406 

±0,0356 
0,5643 ±0,0057 

ГА+InsP6H12 
12,4133 

±0,0308 
1,6440 ±0,0251 

0,1324 

±0,0068 
0,5452 ±0,0470 

Кси+InsP6H12 
11,8000 ± 

0,0420 
1,3777 ± 0,0301 

0,1167 ± 

0,0443 
0,5460 ± 0,0240 

 

Однако скорость нормализации СРО, рассчитываемая как величина 

отношения tgα2образца/tgα2контроля (в процентах) и определяемая нами как 

общая антиоксидантная активность (АОА) увеличивается (табл.3.8, рис.3.21). 

Полученные результаты, по СРО, вероятно, можно объяснитькак 

ответную реакцию биологической системы на интенсификацию 

свободнорадикального окисления (проявление проантиоксидантного 

эффекта). Однако, на наш взгляд, увеличение показателей интенсивности 

СРО, ответственных за ПОЛ, объясняется также ролью InsP6H12 как хелатора 

ионов железа (Fe
2+

 и Fe
3+

) при инициации в реакции Фентона. Свойства 

InsP6H12 как хелаторов ионов железа были использованы нами при выборе 

доз препаратов для исследования, используя известную методику с железо-

катехольным комплексом [94]. 
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Рис.3.21.Влияние исследуемых растворов на интенсивность и скорость 

нормализации свободно-радикального окисления в плазме крови («*» – 

уровень статистической значимости различий p<0,05). 

 

 

Рис.3.22.Активность супероксиддисмутазы крови при действии 

исследуемых растворов. 
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Анализ данных активности СОД, ингибирующей образование 

супероксид-аниона позволяет нам подтвердить полученные данные общей 

антиоксидантной активности. Показано достоверное увеличение 

каталитической активности СОД как в присутствии InsP6H12, так и еѐ 

комплексов (рис. 3.22).  

Таким образом, антиоксидантная активность комплексов Кси, ТА, ГА в 

исследованиях in vitro на плазме крови человека подтверждается и по 

значительному положительному влиянию на активность СОД. 

 

3.3.3. Выбор дозы фитиновой кислоты для образования комплекса с 

ксимедоном 

 

Среди комплексов фитиновой кислоты с аминами особый интерес 

представляет соединение с Кси, как основной действующий компонент 

гидрофильных противоожоговых гелей. Выбор концентраций InsP6H12, Кси и 

их комплекса был выполнен на основании известной методики [94], в 

соответствие с которой изучается взаимодействие железо-катехольного 

комплекса с хелаторами (соединениями способными вытеснить железо из 

катехольного комплекса). 

 

Рис. 3.23.  

Взаимодействие 

железо-катехольного 

комплекса с: 

1 - фитиновой 

кислотой; 

2- ксимедоном; 

3- комплексом 

фитиновой кислоты и 

ксимедона 
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Как следует из рисунка 3.23, ксимедон не способен влиять на 

стабильность железо-катехольного комплекса (кривая 2) во всѐм диапазоне 

преставленных концентраций. В соответствии с методикой,  доза 

определяется по концентрации фитиновой кислоты как лиганда, способного 

вытеснить катехол из его комплекса с железом. Из рисунка видно, что 

оптическая плотность растворов железо-катехольного комплекса резко 

уменьшается от 0, 62 до 0,1 в области концентраций как фитиновой кислоты 

так и еѐ комплекса с ксимедоном от 4 до 8 мкг/мл. Доза фитиновой кислоты в 

этом случае соответствовала концентрации фитиновой кислоты на плато и 

составила 8-10 мкг/мл. 

 

3.3.4. Изучение антиоксидантной активности комплексов фитиновой 

кислоты и ксимедона 

 

В сравнительном исследовании влияния комплексов фитиновой кислоты 

с аминами показано, что в водных растворах комплекс с Кси не только 

сохраняет антиоксидантные свойства, присущие фитиновой кислоте, но и 

усиливают этот эффект, что объясняется, по видимому, дополнительными 

антиоксидантными свойствами Кси, в частности, способностью 

индуцировать активность печеночных оксидаз. В связи с этим, нами 

осуществлена оценка общей антиоксидантной активности Кси, фитиновой 

кислоты и их комплексав, включающая, в том числе, их влияние на 

активность СОД. 

На рис. 3.24 приведены результаты интенсивности свободно-

радикального окисления (СРО), инициируемого реакцией Фентона, 

рассчитываемые по результатам хемилюминесценции (табл. 3.9).  

На основании данных биохемилюминесцентного исследования образцов 

крови показано, интенсивность СРО процесса при воздействии испытуемых 

веществ падает (рис. 3.24). 

 



99 

 

Рис. 3.24. Влияние исследуемых растворов на интенсивность перекисного 

окисления липидов в плазме крови; «*» – уровень статистической 

значимости различий p<0,05. 

 

Отношение Sобразца/ Sконтроля в процентах условно обозначено нами как 

ПОЛ. Из данных таблицы 3.9 видно, что комплекс InsP6H12 и Кси умеренно 

повышает интенсивность ПОЛ в плазме крови (на 21%; p<0,05), тогда как 

под действием только фитиновой кислоты указанный показатель возрастает 

более выражено (на 38%; p<0,05). Следует отметить, что при этих же 

условиях раствор Кси практически не изменяет значение рассматриваемого 

параметра по сравнению с контрольным уровнем. 
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Таблица 3.9. 

Показатели скорости радикального окисления плазмы крови. 

Опыт 

Интенсивность СРО по Фентону 

(ПОЛ) 

Скорость 

нормализации 

СРО (АОА) 

Светосумма 

вспышки 

(S, мВ·с) 

Интенсивность 

вспышки 

(Imax, мВ) 

 К=Imax/S tgα2 

Контроль 
9,7867 ± 

0,0468 

1,3117 ± 

0,0393 

0,1340 ± 

0,0110 
0,4200 ± 0,0630 

Кси 
9,9200 ± 

0,0965 

1,2177 ± 

0,0107 

0,1227 ± 

0,0639 
0,4667 ± 0,0058 

InsP6H12 
13,4600 ± 

0,0415 

1,5293 ± 

0,0327 

0,1136 ± 

0,0367 
0,5473 ± 0,0438 

Кси+InsP6H12 
11,8000 ± 

0,0420 

1,3777 ± 

0,0301 

0,1167 ± 

0,0443 
0,5460 ± 0,0240 

 

Учитывая тот факт, что фитиновая кислота способна выступать в 

качестве хелатора к ионам железа (Fe
2+

 и Fe
3+

) в реакции Фентона, 

показатели S и Imax будут отражать конкурентные процессы 

липопероксидации и дополнительную хемилюминесценцию, вызванную 

фитатами железа. По этой причине, более целесообразно привлечь величину 

tg α2, показывающую скорость нормализации свободно-радикального 

окисления, как характеристику антиоксидантной активности (АОА). В работе 

использован показатель tg α2образца/ tg α2контроля в процентах (рис. 3.25). 

Установлено, что комплекс InsP6H12 и ксимедона, как и сама фитиновая 

кислота, проявляют максимальную антиоксидантную активность в плазме 

крови по сравнению с контролем, повышая ее на 31 и 30% соответственно 

(p<0,05 для обоих случаев). При действии водного раствора Кси данная 

тенденция выражена в меньшей степени (рис. 3.25). При этом нарастание 

уровня показателя происходит только на 11,3% относительно интактного 

образца биологической жидкости, однако является статистически значимой 

(p<0,05). 
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Рис. 3.25 Общая антиоксидантная активность плазмы крови при 

действии исследуемых растворов; «*» – уровень статистической значимости 

различий p<0,05. 

 

Сопоставление динамики изменения АОА и ПОЛ позволило установить 

умеренную антиоксидантную активность Кси, реализующуюся за счет 

повышения АОА крови (на 11,3%) при сохранении исходного уровня 

интенсивности процессов липопероксидации на фоне введения данного 

соединения в образцы крови in vitro. Это подтверждает результаты других 

авторов [14, 15, 41]. Подобные сдвиги окислительного метаболизма крови, по 

нашему мнению, характеризуют лишь временное увеличение пула 

антиоксидантов плазмы за счет экзогенно введенного вещества без 

инициации собственных механизмов. 

Действие фитиновой кислоты способствует более сбалансированному 

нарастанию ПОЛ и АОА (на 37 и 30% соответственно; p<0,05), что, вероятно, 

характеризует адекватность ответа про- и антиоксидантных систем крови 

здорового человека при введении этого вещества. 

Наиболее отчетливая динамика параметров выявлена для тестируемого 

водного раствора комплекса. Выраженное превалирование его 



102 

стимулирующего действия на АОА над степенью инициации ПОЛ 

(увеличение уровня показателей на 20 и 30% относительно контрольного 

образца; p<0,05 для обоих случаев) позволяет охарактеризовать 

рассматриваемый комплекс как соединение, обладающее преимущественно 

антиоксидантным действием. 

Следует учесть, что при использовании метода хемилюминесценции для 

оценки антиоксидантной активности изменение показателей интенсивности 

ПОЛ, возможно, обусловлено ответной реакцией на интенсификацию 

свободнорадикального окисления. 

На данном этапе исследования дополнительно изучено содержание 

первичных продуктов липопероксидации, таких как диеновые и триеновые 

конъюганты (ДК и ТК, соответственно) а также конечных продуктов – 

оснований Шиффа (ОШ) методом флуоресценции при длине волны 

возбуждения 365нм и длине волны эмиссии 420нм. Анализ полученных 

данных показал, что после добавления в систему InsP6H12, или еѐ комплекса с 

Кси, происходит снижение как первичных, так и конечных продуктов ПОЛ – 

достоверное снижение ДК и ТК, соответственно на 24 и 42%. Содержание 

конечных продуктов ПОЛ – ОШ снизилось на 46% (табл.3.10). 

 

Таблица 3.10. 

Показатели перекисного окисления липидов плазмы крови по данным 

хемилюминесценции после воздействия ксимедона, фитиновой кислоты и их 

комплекса 

Группы 

Показатели перекисного окисления 

липидов 

ДК ТК ОШ 

Контроль 0.2100.011 0.0410.002 4.240.69 

Фитиновая кислота 0.2010.016 0.0310.003 3.180.65 

Комплекс фитиновой кислоты 

и ксимедона  
0.1600.011

*
 0.0230.010 

*
 2.170.51

*
 

*
 - достоверность различия по сравнению с состоянием больных до лечения (р  0.05) 
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Приведенную тенденцию подтверждают и результаты оценки 

активности СОД (рис. 3.26), которые свидетельствуют о выраженной ее 

стимуляции (в 2,4 раза по сравнению с контролем; р<0,05 для обоих случаев), 

не наблюдающейся при введении в образцы крови I в индивидуальном виде. 

Интересно, что ксимедон, напротив, способствует умеренному 

ингибированию активности этого фермента (на 43% относительно контроля; 

p<0,05), что можно объяснить как компенсаторный ответ биологической 

системы на введение экзогенного соединения с антиоксидантными 

свойствами.  

 

Рис. 3.26. Активность супероксиддисмутазы крови при действии 

исследуемых растворов; «*» – уровень статистической значимости различий 

p<0,05. 

 

Таким образом, результаты проведенных исследований in vitro в плазме 

крови человека показывают синергетический эффект действия Кси и InsP6H12 

в водном растворе комплекса по таким показателям, как общая 

антиоксидантная активность и активация каталитической активность СОД. 
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ГЛАВА 4. Разработка противоожогового геля комплекса фитиновой 

кислоты и ксимедона. 

 

4.1. Обоснование состава и лабораторной технологии приготовления 

геля  

 

В качестве гелеобразователя нами был выбрана высокомолекулярная 

натриевая соль гиалуроновой кислоты с молекулярной массой около 

миллиона, хорошо зарекомендовавшая себя как компонент, способствующий 

регенерации различных тканей [20, 21, 27]. Ранее, сотрудниками кафедры 

фармацевтической химии и фармакогнозии ГБОУ ВПО НИжГМА было 

показано [21, 27], что гиалуронат натрия образует полиме-коллоидные 

комплексы ксимедоном в широком диапазоне концентраций как ксимедона, 

так и полимера. На основании зависимостей вязкости, электропроводности от 

концентрации компонентов, а также репарантных свойств при лечении 

ожогов, полученными авторами работы [21], было показано преимущество 

использования гиалуроната натрия в интервале концентраций 0,8 – 1,0%, 

перед такими гелеобразователями, как натриевая соль 

карбоксиметилцеллюлозы и синтетические  редкосшитые сополимеры 

акриловой кислоты (марки карбопол, карбомер) в гелях с ксимедоном.  

Натрия гиалуронат и натриевая соль карбоксиметилцеллюлозы в системе 

с ксимедоном играют роль гелеобразователя и структурной сетки не приводя 

к каким-либо серьезным межмолекулярным взаимодействиям. 

Взаимодействие ксимедона натрия гиалуронатом, вероятно, 

происходит по спиртовым группам сахаров. В результате такого 

взаимодействия образуются полимер-коллоидные комплексы. 

Кроме того, гиалуроновая кислота, имеющая двухспиральную сетчатую 

структуру, способна захватывать основания и отрицательно заряженные 

частицы внутрь ячеек, что способствует повышению электропроводности в 

структурированной системе. 
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NHCOCH3H
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H *
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Звено гиалуроната натрия  

 

В полимер-коллоидных системах на основе гиалуроната натрия, 

гиалуронат натрия выступает вектором доставки комплекса фитиновой 

кислоты и ксимедона, что позволяет снизить концентрацию действующих 

веществ для достижения необходимого фармакологического эффекта. 

Влияние фитиновой кислоты на эффективность действия гидрофильных 

гелей было изучено при сравнении с ранее разработанными составами гелей 

ксимедона [4, 37]. 

Концентрацию фитиновой кислоты была выбрана на основании данных 

в эксперименте а животных и составляла от 2,5 до 6 % при постоянной 

концентрации ксимедона, равной 10% (табл. 4.1), что показывало наилучшие 

репарантые свойства в ранее проведенных исследованиях [27].  

Эксперименты на животных проводили с комбинированным гелем 

ксимедона и фитиновой кислоты (состав 3), обеспечивающим максимальную 

осмотическую активность. Для изучения влияния фитиновой кислоты 

использовали гели состава 4, а в качестве эталона сравнения использовали 

гель ксимедона состава 5. 

Эффективность высвобождения компонентов геля – фитиновой кислоты, 

ксимедона и их комплекса – из полимер-коллоидного комплекса с натрия 

гиалуронатом оценивали методом диализа в соответствии с методикой, 

утвержденной ФГБУ «Нижегородский научно-исследовательский институт 

травматологии и ортопедии» Министерства здравоохранения Российской 

Федерации. Диализ проводили с использованием полупроницаемой 

целлофановой мембраны до установления постоянной массы исследуемых 
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гелей (И.М.Перцев, 1979). Результаты исследований представлены в таблице 

4.1. 

В качестве консерванта выбран метилпарабен (нипагин), способный в 

нейтральной среде (рН ≈ 6,5) проявлять антимикробные и фунгицидные 

свойства.  

Концентрация трисамина в составах соответствовала величине, при 

которой значение рН были близки к физиологическим (рН 6,5). 

Нормализация рН среды, вероятно, происходит за счѐт связывания 

подвижных протонов фитиновой кислоты основанием – трисамином. 

 

Таблица 4.1. 

Составы и свойства гидрофильных гелей на основе, содержащей 1% 

натрия гиалуроната,  

№ 

Состав, масс. % Степень 

высвобождения 

ксимедона 

фитата* в % 

Относительная 

осмотическая 

активность* в % 
Фитиновая 

кислота 
Ксимедон Трисамин 

1 2,5 10,0 5,0 15 150 

2 5,0 10,0 2,0 30 200 

3 6,0 10,0 1,0 50 250 

4 6,0 - 12,0 - 250 

5 - 10,0 - 30 130 

* - время эксперимента – 3 часа. 

 

Из данных таблицы 4.1 следует, что фитиновая кислота увеличивает 

относительную осмотическую активность действующего компонента геля, 

что, вероятно, объясняется высокой способностью фитат аниона связывать и 

удерживать воду. Вместе с тем, фитиновая кислота способствует более 

эффективному высвобождению ксимедона из геля. 

 

На основании данных таблицы 4.1 выбран следующий состав, масс.%: 

Гиалуронат натрия 0,90 

Этанол (96%) 0,80 

Нипагин 0,08 
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Фитиновая кислота (50%) 12,00 

Ксимедон 10,00 

Трисамин 1, 00 

Вода до 100,00 

 

4.2 Разработка методик установления подлинности и количественного 

определения активных компонентов в лекарственной форме «Ксифит» 

 

Контроль качества в сложной лекарственной форме в виде геля 

предполагает проведение оптимальной пробоподготовки для каждого вида 

анализа и количественное определение активных компонентов с 

использованием методов модельных смесей. 

 

4.2.1. Разработка пробоподготовки для проведения анализа действующих 

веществ гидрофильного геля «Ксифит» 

 

Натрия гиалуронат представляет собой высокомолекулярное 

соединение, создающее коллоидную систему, что препятствует проведению 

количественного определения фитиновой кислоты. Основной причиной 

сложности пробоподготовки является взаимодействие протонов фитиновой 

кислоты с ионами натрия, в следствие чего снижается растворимость, 

поскольку образующаяся гиалуроновая кислота намного хуже растворима в 

воде. 

R-COONa  +InsP6Hx  = R-COOH+  InsP6Nax                                                  (4.1а) 

R-COONa  +[xКсиH
+
][InsP6H(12-x)]

-
= R-COOH+  NaxInsP6+xКси   (4.1б) 

Этот процесс лѐг в основу разработанной нами пробоподготовки. 

Натрия гиалуронат из геля предложено удалять путѐм высаливания его 

ацетонитрилом в среде соляной кислоты за счѐт образования менее 

растворимой гиалуроновой кислоты. Кроме того, в этом случае возможны 

такие процессы как коагуляция и флокуляция гиалуроната натрия под 

действием сильного электролита – соляной кислоты. 
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Способ пробоподготовки представлен на схеме 4.1 и включает 

следующие стадии: 

I стадия пробоподготовки включает получение базового 1% раствора 

геля в 1 М хлороводородной кислоты, который в дальнейшем используется 

для анализа всех остальных компонентов. 

гель+HCl

(базовый раствор)
CH3CN

осадок раствор1H2O гиалуроновая

кислота
СФМ

карбазольный
 метод

раствор2
ВЭЖХ

различные
 условия

ксимедон
и его примеси

трисамин

нипагин

СФМ

общий
фосфор

ксимедон

фитиновая
кислота

фитиновая
кислота

реактив
Вэйда

13С-ЯМР

Схема 4.1. Общая схема установления подлинности и количественного 

содержания основных компонентов гидрофильного геля «Ксифит». 

 

II стадия включает осаждение натрия гиалуроната ацетонитрилом в 

виде  гиалуроновой кислоты, центрифугирование и отделение осадка, его 

дальнейшие растворение (раствор 1) и количественный анализ гиалуроновой 

кислоты. 

III стадия включает анализ остальных компонентов в надосадочной 

жидкости (раствор 2). Количественное определение фитиновой кислоты 

проводили спектрофотометрическим методом с реактивом Вэйда [20, 88, 

182], используя аликвоту водо-ацетонитрильного кислого раствора (раствор 

2). 
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IV стадия – Количественное определение фитиновой кислоты в 

растворе 2 по содержанию общего фосфора. Первоначально проводят 

минерализацию окислительной смесью азотной и хлорной кислот аликвоты 

раствора с последующим фотометрированием комплекса 

молибденованадатных гетерополикислот [3, 9, 138, 140].  

HPO4
2-

+12(NH4)2MoO4+23HNO3→(NH4)3[P(Mo2O7)6]↓+21NH4NO3+2NO3
-
+10H2O    (4.2) 

Качественное и количественное определение протонированной формы 

ксимедона определяли по ультрафиолетовые спектрам поглощения раствора 

2 (максимум полосы поглощения при 308±2 нм). 

V стадия включает использование аликвот раствора 2 для проведения 

ВЭЖХ-анализов. Для количественного определения ксимедона аликвоту 

раствора 2 растворяли и анализировали при длине волны 309нм, подвижная 

фаза – вода: ацетонитрил (79:21).  

Раствор 2 используется в пробоподготовке метилпарабена для ВЭЖХ-

анализа [102]. Для этого раствор 2 обрабатывали смешивали с элюентом 

(буфер рН 7,0 – ацетонитрил = 1:1). 

 

4.2.2. Разработка норм качества и валидационных характеристик 

методики определения ксимедона в геле «Ксифит» 

 

Аликвоту 2 мл раствора 2 (схема 4.1) использовали для проведения УФ 

или ВЭЖХ анализа при длине волны 309 нм, используя в качестве 

подвижной фазы смесь вода: ацетонитрил (79:21). На рис.4.1 и в табл. 4.2 

приведѐн пример количественного определения ксимедона методом ВЭЖХ. 

Хроматограмма ксимедона с временем удерживания представлен на 

рисунке 3.30, а. С использованием метода «введено-найдено» для семи точек 

модельных смесей была получена линейная зависимость С = f(S пика), 

имеющая уравнение y = (1.81635e-008)X + (0.00499206)с коэффициентом 

корреляции R
2
, равным0,9958993 (рис. 4.1, б). 
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По полученному уравнению графика проводилось определение 

содержания ксимедона в исследуемом геле по трем измерениям площади 

пика (табл. 4.2). 

а) 

 

б) 

 

Рис. 4.1. а.) Хроматограмма ксимедона с временем удерживания; б.) 

ВЭЖХ-анализ модельных смесей гелей с концентрацией ксимедона в 

стандартных растворах: 0.01г/л, 0.05г/л, 0.1г/л, 0.2г/л, 0.3г/л, 0.4г/л, 0.5г/л. 

 

Таблица 4.2. 

Внутрилабораторные точность и прецизионность методики определения 

содержания ксимедона в геле 

№ 

Масса 

навески, 

г 

S пика х 

10
8
 

Содержание в 

исследуемом 

растворе, г 

Содержание, 

% 

Характеристики 

валидации 

1 1,015 0,05258 0,1005 10,05 

x  = 10,03;  

S
2
 = 0,01030; 

S = 0,10149;  

Sx = 0,058664; 

tтабл. (95%, 2) = 

4,30 

∆ x  = 0,2523 

x ± ∆ x = 10,03± 

0,2523 

ε = 2,515 

2 1,2051 0,05187 0,0992 9,92 

3 1,0521 0,05297 0,1012 10,12 
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4.2.3. Разработка норм качества и валидационных характеристик 

методики определения фитиновой кислоты в геле «Ксифит» 

 

Для определения содержания фитиновой кислоты был выбран метод 

определения с реактивом Вэйда из-за высокой чувствительности метода и 

простоты приготовления реактива Вэйда. 

Анализ фитиновой кислоты 

В литературе описаны многочисленные методики определения 

фитиновой кислоты. В целом, их можно разделить на две большие группы:  

1) Методики с использованием цветных реактивов, 

представляющих собой сложные и достаточно устойчивые комплексы железа 

с лигандами, такими как 1,10-фенантролин, катехолы, сульфосалициловая 

кислота, тиоционат [68, 76, 114, 160, 179]. Фитиновая кислота способна 

вытеснять железо из таких комплексов, образуя более устойчивые 

неокрашенные комплексы. Детектирование образования фитата железа или 

исходных окрашенных комплексов железа с лигандами проводят как с 

использованием спектрофотоколориметрических методов анализа, так с 

использованием ВЭЖ-хроматографии с различными детекторами (ионный, 

УФ, флуоресцентный, хемолюминесцентный). 

2) Методики по определению фосфорсодержащих соединений в 

виде фосфатов, фосфорных эфиров (
31

Р-ЯМР, потенциометрия) и 

определение общего фосфора, например ванадиево-молибдатным 

методом[138].  

Предварительными исследованиями с индикаторами (1,10-

фенантролином, катехолами, сульфосалициловой кислотой, тиоционатом) 

показано, что для анализа растворов и гелей наиболее простым и удобным 

методом является спектрофотометрический анализ с реактивом Вэйда 

(железо сульфосалицилатный комплекс). 

Результаты УФ-спектрофотометрического определения фитиновой 

кислоты с реактивом Вэйда представлены в табл. 4.3 и на рис. 4.2.  
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Таблица 4.3. 

Данные УФ-спектров реактива Вэйда под влиянием фитиновой кислоты 

№ конц. ФК, μМ А (среднее) А0 -Атек (среднее) 

1 0 0,5478 0,0000 

2 150 0,4455 0,1023 

3 300 0,3923 0,1555 

4 450 0,3555 0,1923 

5 600 0,3093 0,2385 

6 750 0,2715 0,2763 

7 1000 0,1890 0,3588 

А0 –оптическая плотность раствора реагента 

а) 
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Рис. 4.2. а) Изменение спектров 0,2 

mМ раствора реактива Вэйда 

А=f(λ,нм) под влиянием фитиновой 

кислоты; б) Зависимость А=f(сф.к-ты) 

при среаг=const; в) калибровочная 

прямая для определения 

концентраций фитиновой кислоты 

ΔА504= f(сф.к-ты). 
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С использованием метода «введено-найдено» для трех точек модельных 

смесей была получена линейная зависимость А= f(с) для λmax = 503 нм, 

имеющая уравнение y = -0,0157x+0,3908 с коэффициентом корреляции R
2
, 

равным 0,9935 (рис. 4.3). 

0 5 10 15 20

0,1

0,2

0,3

0,4

А

с, %

y=-0,015x + 0,390
R² = 0,993

 

Рис. 4.3. Спектрофотометрический анализ модельных смесей гелей 

«Ксифит» с реактивом Вэйда: 1 – масс. 8%; 2 – масс. 12%; 3 – масс. 15% 

фитиновой кислоты. 

 

По полученному уравнению графика проводилось определение 

содержания фитиновой кислоты по трем измерениям оптической плотности 

(табл. 4.4). 

 

Таблица 4.4. 

Внутрилабораторные точность и прецизионность методики определения 

содержания фитиновой кислоты в геле 

№ А, отн. ед. Содержание, % Характеристики валидации 

1 0,198 12,28 x  = 12,51; S
2
 = 0,06645; 

S = 0,2578; Sx = 0,14902; 

tтабл. (95%, 2) = 4,30 

∆ x  = 0,64077 

x ± ∆ x = 12,51± 0,641 

ε = 5,1221 

2 0,190 12,79 

3 0,195 12,47 



114 

4.2.4. Разработка норм качества и валидационных характеристик 

методики определения натрия гиалуроната в геле «Ксифит» 

 

Анализ натрия гиалуроната основан на кислотной деструкции 

гиалуроновой кислоты до D-глюкуроновой кислоты и N-ацетилглюкозамина. 

Методика спектрофотометрического определения при λmax=530 нм основана 

на цветной реакции с продуктом окисления D-глюкуроновой кислоты до 5-

карбоксифурфурола и цветной реакции последнего с карбазолом с 

получением интенсивно-окрашенный фиолетовый комплекса (схема 4.2).  

 

 

N

H

toC
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H

O

C

O

C
O

HO H O

C

O

C
O

HO H

карбазол 5-карбоксифурфурол окрашенный комплекс

 

Схема 4.2. Гидролиз и окисление натрия гиалуроната и образование 

окрашенного комплекса с карбазолом. 
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К 3 г геля прибавляли 1-2 мл соляной кислоты концентрированной и 15 

мл ацетонитрила. Образующийся осадок после центрифугирования 

использовали для анализа натрия гиалуроната. Для этого осадок разбавляли в 

100 мл дистиллированной воды для получения раствора 1 (схема 4.1). К 2 мл 

раствора 1 гиалуроновой кислоты помещалий в пробирку с притѐртой 

пробкой, прибавляли 5 мл натрия тетрабората в сернокислой среде для 

связывания продуктов окисления N-ацетилглюкозамина ([R-NH3
+
]HSO4

-
) 

образующейся борной кислотой: 

Na2B4O7 + H2SO4 + 5 H2O  4 H3BO3 + Na2SO4    (4.3) 

[R-NH3]
+
HSO4

-
 + H3BO3 [R-NH3]

+
H2BO3

-
 + H2SO4    (4.4) 

Все дальнейшие операции были проведены в соответствии с методикой, 

описанной в главе 2. На заключительной стадии добавляли карбазол, 

взаимодействующий с 5-карбоксифурфуролом с образованием окрашенного 

комплекса (λmax = 530 нм) (схема 4.2). 

а) 

 

б) 

0,5 1,0 1,5
с, %

0,4

0,2

0
0

0,1

0,3

0,5

0,6

0,7
Аотн

 

Рис. 4.4. а) Вид спектральных кривых А = f(λ) в области 480-580 нм; б) 

Спектрофотометрический анализ модельных смесей гелей «Ксифит» с 

карбазолом: 1 – масс. 0,7%; 2 – масс. 1,0%; 3 – масс. 1,2% натрия 

гиалуроната. 

 

Вид спектральных кривых А = f(λ) в области 480-580 нм представлен на 

рисунке 4.4а. С использованием метода «введено-найдено» для трех точек 

модельных смесей была получена линейная зависимость А = f(с) для λmax = 
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530 нм, имеющая уравнение y = 0,5789x–0,1463 с коэффициентом 

корреляции R
2
, равным 0,9098. 

Определение содержания гиалуроната натрия проводилось после трѐх 

измерений оптической плотности по полученному уравнению графика (рис. 

4.4., табл. 4.5) λ, нм 

 

Таблица 4.5. 

Внутрилабораторные точность и прецизионность методики определения 

содержания натрия гиалуроната в геле 

№ Масса навески, г А, отн. ед. Содержание, % 

1 3,001 0,3626 x  = 0,8940; S
2
 = 0,000181; 

S = 0,01345; Sx = 0,007775; 

tтабл. (95%, 2) = 4,30 

∆ x  = 0,03343 

x ± ∆ x = 0,8940± 0,0334 

ε = 3,7394 

2 2,985 0,3736 

3 2,989 0,3776 

 

4.2.5. Разработка норм качества и валидационных характеристик 

методик определения нипагина в геле «Ксифит» 

 

Раствор 2 (схема 4.1) используется в пробоподготовке метилпарабена 

для ВЭЖХ-анализа. Для этого 2 мл раствор 2 обрабатывали ацетонитрилом и 

смешивали с элюентом (буфер рН 7,0 – ацетонитрил = 1:1). 

  

Рисунок 4.5. Хроматографический анализ метилпарабена в геле: а) 

ВЭЖ-хроматограмма; б) калибровочная прямая метилпарабена по методу 

«введено-найдено» 
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4.2.6. Установление подлинности трисамина в геле «Ксифит» 

 

Установление подлинности трисамина проводили методом 
13

С-ЯМР 

спектроскопии, используя расвор 2. Аликвота 10 мл подвергалась 

высушиванию под вакуумом при температуре 30-50
°
С. Сухой остаток 

растворяли в дейтерированной воде. Сравнивали с 
13

С-ЯМР спектрами 

стандарта трис-оксиметиламинометана, его гидрохлоридной формы и 

исследуемого образца (рис. 3.13). Спектр ТА гидрохлорида и комплекса 

фитиновой кислоты с ТА совпадали. 

 

4.2.7. Спецификация на новый противоожоговый гель «Ксифит» 

 

В результате проведенных исследований был разработан проект 

фармакопейной статьи (приложение 1) на противоожоговый гель «Ксифит» с 

комплексом InsP6H12 и Кси, спецификация на который, а также 

статистические данные результатов по каждому разделу представлены ниже. 

 

СПЕЦИФИКАЦИЯ 

Противоожоговый гель «Ксифит». 

Показатели Методы Нормы 

Описание Визуальный Прозрачный гель 

оранжевого цвета без 

включений. 

 

 

 

 

 

 

Подлинность 

 

1. Качественные 

химические реакции на 

фосфор (ГФ XI, вып.1, 

с. 159). 

 

2. Спектрофотометрия 

(натрия гиалуронат) 

 

 

 

 

1. Препарат должен давать 

качественные реакции на 

фосфор. 

 

 

2. Электронный спектр 

поглощения раствора, 

приготовленного для 

количественного 

определения натрия 

гиалуроната, в области 450-
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3. Спектрофотометрия 

(анион фитиновой 

кислоты) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ВЭЖХ 

(метилпарабен) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ВЭЖХ 

(протонированный 

ксимедон) 

 

 

 

 

 

 

600 нм должен 

соответствовать 

электронному спектру 

поглощения 

градуировочных растворов 

натрия гиалуроната, 

измеренных в этих же 

условиях. 

 

3 Электронный спектр 

поглощения раствора, 

приготовленного для 

количественного 

определения фитиновой 

кислоты, в области 450-600 

нм должен соответствовать 

электронному спектру 

поглощения раствора СО 

фитиновой кислоты, 

измеренного в этих же 

условиях. 

 

 

4. Время удерживания 

основного пика на 

хроматограмме 

испытуемого раствора, 

приготовленного для 

количественного 

определения, должно 

соответствовать времени 

удерживания пика на 

хроматограмме 

градуировочных растворов 

метилпарабена 

 

5. Время удерживания 

основного пика на 

хроматограмме 

испытуемого раствора, 

приготовленного для 

количественного 

определения, должно 

соответствовать времени 

удерживания пика на 
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6. 13
С-ЯМР 

(трисамин) 

хроматограмме 

градуировочных растворов 

ксимедона. 

 

 

6. Реперная полоса 

(63±1м.д.) должна 

соответствовать 

положению для 

стандартного раствора 

трисамина. 

рН среды Потенциометрически, 

ГФ XII, стр. 89 

От 6,4 до 6,8 

Масса содержимого НД От 47,5 до 52,5 мл 

Количественное 

определение: 

 

протонированный 

ксимедон 

 

Анион фитиновой 

кислоты 

 

Натрия гиалуронат 

 

Метилпарабен 

 

 

 

ВЭЖХ 

 

 

Спектрофотометрия 

 

 

Спектрофотометрия 

 

 

ВЭЖХ 

 

 

 

от  9,5  до 10,5 (на 100 г 

геля) 

 

 

от 11,74  до 12,36  г (на 100 

г геля) 

 

от 0,837  до 0,963 г (на 100 г 

геля) 

 

от 0,064 до 0,096 г (на 100 г 

геля) 

Микробиологическая 

чистота 

ГФ XII, изд. №1, 

с. 160 

Категория 2 

Упаковка НД По 50 г в алюминиевые 

тубы. 

Маркировка НД В соответствии с ФС 

Транспортировка В соответствии с РД 9301-006-05749470-93 

Хранение НД В прохладном месте, при 

температуре от 0 до +10
0
С. 

Срок годности 3 года 
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Таблица 4.6. 

Экспериментальные данные количественного анализа компонентов геля 

№ 

анализа 

Количественное определение 

Протонированный 

ксимедон 

Анион фитиновой 

кислоты 

Гиалуронат 

натрия 

1 10,05 12,28 0,879 

2 9,92 12,79 0,898 

3 10,12 12,47 0,905 

 

Таблица 4.7. 

Количественное определение протонированного ксимедона в составе 

комплекса фитиновой кислоты и ксимедона  

№ 

п/

п 

Навес

ка, г 

Резул

ьтат 

анали

за 

Статистические данные 

x  S
2 

S S x  Δ x  Еотн 
x ±Δ

x  
1 1,0150 10,05 

10,03 1,03•10
-2

 1,01•10
-1

 5,87•10
-2

 0,25 2,52 
10,03

±0,25 
2 1,2051 9,92 

3 1,0521 10,12 

 

Таблица 4.8. 

Количественное определение аниона фитиновой кислоты в составе 

комплекса фитиновой кислоты и ксимедона 

№ 

п/

п 

Навес

ка, г 

Резул

ьтат 

анали

за 

Статистические данные 

x  S
2 

S S x  Δ x  Еотн 
x ±Δ

x  
1 25,475

2 
12,28 

12,51 6,65•10
-2

 
2,58•10

-

1
 

1,49•10
-1

 0,64 5,12 
12,51

±0,64 
2 25,038

2 
12,79 

3 25,195

1 
12,47 

 

Таблица 4.9. 

Количественное определение гиалуроната натрия 

№ 

п/

п 

Навес

ка, г 

Резул

ьтат 

анали

за 

Статистические данные 

x  S
2 

S S x  Δ x  Еотн x ±Δ x  

1 3,320

1 
0,879 

8,94•

10
-1

 

1,81•

10
-4

 
1,35•10

-2
 7,78•10

-3
 0,033 3,74 

0,894± 

0,0334 
2 3,254

3 
0,898 

3 3,106

4 
0,905 
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4.3. Репаративные свойства геля на основе комплекса фитиновой 

кислоты и ксимедона 

 

Исследование эффективности действия гидрофильных гелей с 

фитиновой кислотой в эксперименте на крысах показало, что наружное 

применение гелей на основе фитиновой кислоты при лечении ожоговой раны 

способствует быстрой эпителизации. Эпителизацию оценивали по 

относительному уменьшению площади ожоговой раны. 

В целом, во всех группах животных на 10-й день лечения почти или 

полностью исчезли струпы, а раны эпителизовались. Площадь ожоговой 

раны резко снижалась. 

Лечение гелем только с фитиновой кислотой (состав 4), хотя и вызывало 

отторжение струпных корок уже на третьи сутки, но регенерация тканей в 

ране не происходила. Использование гидрофильных гелей комплекса 

фитиновой кислоты с ксимедоном (состав 3) показывало наилучшее 

заживление раны, как по скорости отторжения струпа, так и по степени 

эпителизации.  

 

Таблица 4.10. 

Динамика заживления ожоговой раны в ходе лечения гидрофильными 

гелями на основе фитиновой кислоты. 

 Площадь воспаления 

Время лечения 

 Группы 

исходная 

площадь 

ожога 

3 

сутки 

5 

сутки 

6 

сутки 

7 

сутки 

10 

сутки 

Ксимедон (состав 5) 

235 мм
2
 

 

180 170 165 110 70 

Фитиновая кислота 

(состав 4) 
220 210 205 190 170 

Комплекс фитиновой 

кислоты с ксимедоном 

(состав 3) 

150 135 115 70 40 

Препарат сравнения 

Декспантенол гель для 

наружного применения 

4%. 

200 185 170 110 80 
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Влияние использования гелей с комплексом фитиновой кислоты и 

ксимедона на процессы липопероксидации in vivo. 

 

Исследованиями in vivo на плазме крови крыс доказано, что 

эффективность действия новых фармацевтических композиций обусловлена 

в том числе высоким значением общей антиоксидантной активности InsP6H12 

и снижением продуктов липопероксидации в плазме крови на примере 

малонового диальдегида. 

Установлено, что под действием геля с фитиновой кислотой (составы 4 и 

5, группы 4 и 5), уровень липопероксидации (рис. 4.6 а) не превышает 

значения контроля, а общая антиоксидантная активность (АОА) возрастает 

(рис. 4.6 б). 

а) 

 

б) 

 

Рис. 4.6. Интенсивность перекисного окисления липидов (а) и общая 

антиоксидантная активность (б), в плазме крови крыс под действием 

исседуемых гелей. 
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Уровень малонового диальдегида в плазме крови (МДАпл) при 

воздействии гелей с фитиновой кислотой снижается (рис. 4.7). Наилучший 

результат получен при использовании комбинированных гелей, содержащих 

ксимедон и фитиновую кислоту, что отражает специфическое влияние их 

комплекса. 

 

 

Рис. 4.7. Уровень малонового диальдегида в плазме крови крыс под 

действием исследуемых гелей.  

 

Таким образом, в эксперименте на крысах доказаны высокие 

репарантные свойства разработанных гелей при лечении ожоговых ран. 

Предложенный состав, показывающий высокую осмотическую активность, 

показан на первой стадии раневого процесса.  

Исследованиями на плазме крови крыс доказано, что эффективность 

действия новых фармацевтических композиций обусловлена высоким 

значением общей антиоксидантной активности фитиновой кислоты. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ: 

В результате проведѐнных нами исследований, установлена роль 

комплексов фитиновой кислоты и биогенных аминов в повышении 

антиоксидантного статуса организма человека. Показано, что в качестве 

биогенных аминов наиболее перспективны лекарственные вещества 

основного характера – ксимедон
®
, глюкозамин, трисамин. Приведѐнные 

ниже выводы позволяют конкретно оценить полученные в диссертационной 

работе данные, которые могут быть использованы при разработке новых 

лекарственных средств. 

Выводы 

1. Впервые получены и изучены физико-химические свойства 

комплексов фитиновой кислоты и ксимедона в водной среде (УФ-

спектроскопия, потенциометрическое титрование) и в твѐрдом состоянии 

(ИК- 
13

С- 
1
Н- 

31
Р- спектроскопия). Стехиометрия комплексов (от 5:1 до 10:1) 

зависит от условий приготовления. Катионоидной частью комплексов 

является протонированный ксимедон  по атому кислорода карбонильной 

группы, характеризующейся рККсиН+=3,25; при этом инозитольный цикл 

аниона фитиновой кислоты остаѐтся неизменным (эксперименты с реактивом 

Вэйда, 
31

Р-ЯМР). 

2. Впервые  получены солевые комплексы глюкозамина фитатов 

cостава InsP6H7•5С6Н13О5N (элементный анализ по C, N, H, P), образующихся 

за счѐт водородного связывания и электростатического взаимодействия (ИК- 

1
Н- и 

13
С- 

31
Р- ЯМР спектроскопия и потенциометрическое титрование). 

3. Разработаны методы идентификации и количественного 

определения комплексов фитиновой кислоты с ксимедоном. Содержание 

протонированной формы ксимедона определяли УФ-спектрометрически и 

методом ОФ-ВЭЖ хроматографии, содержание гексафосфат инозитольного 

фрамента – спектрометрически с реактивом Вэйда и по анализу на общий 

фосфор. 

4. Доказана высокая антиоксидантная активность комплексов 

фитиновой кислоты с ксимедоном и глюкозамином в исследованиях in vitro 

на плазме крови человека по отношению к процессам липопероксидации и по 



125 

положительному влиянию на активность супероксиддисмутазы. 

Установлено, что в водной среде ксимедонафитаты проявляют более сильное 

антиоксидантное действие по сравнению с глюкозамина фитатами. 

5. Разработаны и исследованы составы новых противоожоговых 

гелей ксимедонафитата на гидрофильной основе натрия гиалуроната, 

включающего в качестве действующих веществ ксимедон и фитиновую 

кислоту, а также трисамин – как компонент, регулирующий рН. Показана 

высокая осмотическая активность гелей. Эффективность ранозаживляющего 

действия гелей доказана в эксперименте на крысах при моделировании 

термического ожога. 

6. Разработаны методики установления подлинности и 

количественного определения активных и вспомогательных компонентов в 

гидрофильном геле «Ксифит». Разработаны нормы качества и спецификация 

на предложенный состав. 

В соответствии с изложенными выводами можно дать следующие 

практические рекомендации. 

Практические рекомендации и перспективы дальнейшей 

разработки темы: 

Разработанный проект фармакопейной статьи на новый 

противоожоговый гель «Ксифит» может быть внедрѐн в производственный 

процесс фармацевтических предприятий. Разработанные методики анализа 

компонентов противоожогового гидрофильного геля комплексов фитиновой 

кислоты и ксимедона могут быть внедрены в лабораторные практикумы, 

учебный процесс и научно-исследовательскую работу ВУЗов. 

Перспективы дальнейшей разработки темы заключаются в получении 

комплексов фитиновой кислоты с различными аминами с широким спектром 

фармакологического воздействия и исследовании их медико-биологических 

свойств, получение новых лекарственных форм на основе предложенных 

комплексов. 
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ПРИЛОЖЕНИЯ: 

Приложение 1. Проект фармакопейной статьи предприятия. 

Проект ФСП Ксифит гель для наружного применения 

 

МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

Регистрационное удостоверение № ______________ 

Дата регистрации «____»________________ 201___ г. 

 

ОOО «СОЗИДАТЕЛЪ»,  

127299, Россия, г. Москва, ул. Приорова, 2а 

 (наименoвание юридического лица, на имя которого выданo регистрациoнное 

удoстоверение, адрес) 

 

ФАРМАКOПЕЙНАЯ СТАТЬЯ ПРЕДПРИЯТИЯ 

 

______________________________________________________(номер) 

Ксифит 

торговое наименование лекарственного препарата 

- 

международное непатентованное или химическое наименование 

гель для наружного применения 

лекарственная форма, дoзировка 

ПРОИЗВOДИТЕЛЬ 

ОOО «Созидатель», Россия 

 

ФАСOВЩИК (ПЕРВИЧНАЯ УПАКОВКА) 

ОOО «Созидатель», Россия 

 

УПАКOВЩИК (ВТОРИЧНАЯ (ПOТРЕБИТЕЛЬСКАЯ) УПАКOВКА) 

ОOО «Созидатель», Россия 

 

ВЫПУСКАЮЩИЙ КOНТРОЛЬ КАЧЕСТВА 

ОOО «Созидатель», Россия  
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СПЕЦИФИКАЦИЯ 

Ксифит, гель для наружного применения 

ООО «Славянская аптека», Россия 

Показатели Методы Нормы 

Описание Визуальный Прозрачный гель 

оранжевого цвета без 

включений. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Подлинность 

 

1. Качественные 

химические реакции на 

фосфор (ГФ XI, вып.1, 

с. 159). 

 

2. Спектрофотометрия 

(натрия гиалуронат) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Спектрофотометрия 

(анион фитиновой 

кислоты) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ВЭЖХ 

(метилпарабен) 

 

 

1. Препарат должен давать 

качественные реакции на 

фосфор. 

 

 

2. Электронный спектр 

поглощения раствора, 

приготовленного для 

количественного 

определения натрия 

гиалуроната, в области 450-

600 нм должен 

соответствовать 

электронному спектру 

поглощения 

градуировочных растворов 

натрия гиалуроната, 

измеренных в этих же 

условиях. 

 

3 Электронный спектр 

поглощения раствора, 

приготовленного для 

количественного 

определения фитиновой 

кислоты, в области 450-600 

нм должен соответствовать 

электронному спектру 

поглощения раствора СО 

фитиновой кислоты, 

измеренного в этих же 

условиях. 

 

4. Время удерживания 

основного пика на 

хроматограмме 

испытуемого раствора, 



148 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ВЭЖХ 

(протонированный 

ксимедон) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.
 13

С-ЯМР 

(трисамин) 

приготовленного для 

количественного 

определения, должно 

соответствовать времени 

удерживания пика на 

хроматограмме 

градуировочных растворов 

метилпарабена 

 

5. Время удерживания 

основного пика на 

хроматограмме 

испытуемого раствора, 

приготовленного для 

количественного 

определения, должно 

соответствовать времени 

удерживания пика на 

хроматограмме 

градуировочных растворов 

ксимедона. 

 

6. Реперная полоса 

(63±1м.д.) должна 

соответствовать 

положению для 

стандартного раствора 

трисамина. 

рН среды Потенциометрически, 

ГФ XII, стр. 89 

От 6,4 до 6,8 

Масса содержимого НД От 47,5 до 52,5 мл 

Количественное 

определение: 

 

протонированный 

ксимедон 

 

Анион фитиновой 

кислоты 

 

Натрия гиалуронат 

 

 

Метилпарабен 

 

 

 

ВЭЖХ 

 

 

Спектрофотометрия 

 

 

Спектрофотометрия 

 

 

ВЭЖХ 

 

 

 

от  9,5  до 10,5 (на 100 г 

геля) 

 

от 11,74  до 12,36  г (на 100 

г геля) 

 

от 0,837  до 0,963 г (на 100 

г геля) 

 

от 0,064 до 0,096 г (на 100 г 

геля) 
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Микробиологическая 

чистота 

ГФ XII, изд. №1, 

с. 160 

Категория 2 

Упаковка НД По 50 г в алюминиевые 

тубы. 

Маркировка НД В соответствии с ФС 

Транспортировка В соответствии с РД 9301-006-05749470-93 

Хранение НД В прохладном месте, при 

температуре от 0 до +10
0
С. 

Срок годности 3 года 
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Состав 

Фитиновая кислота (50%)     - 12,00 г 

(593648 ALDRICH,  Beilstein Registry Number 2201952 ) 

 

Ксимедон        - 10,00 г 

(№ ФС-000205, порошок, Кристалл ГосНИИ, Россия)* 

 

Вспoмогательных веществ: 

 

Трисамин        - 1,00 г 

(DAB/PhEur)* 

 

Натрия гиалуроната      - 0,90 г 

(BP/USP)* 

 

Этанол (96%)       - 0,80 г 

(ГOСТ 5962-67) 

 

Метилпарабена (нипагин)     - 0,08 г 

(BP/USP)* 

 

Воды очищенной       - до 100,0 г 

(ФС 42-2619-97) 

* - Ссылки даются на действующие издания. 

 

Описание. Прозрачный гель оранжевого цвета без включений. 

 

Пoдлинность. а) 3 г геля с 1-2 мл HCl конц. осаждают 15 мл ацетонитрила. 1 

мл надосадочной жидкости дает характерную реакцию на фосфаты (ГФ XI, 

вып.1, с. 159). 
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б) Электрoнный спектр поглoщения раствора, приготовленный для 

количественного определения натрия гиалуроната и измеренный в области 

450-600 нм в кювете с тoлщиной слоя 10 мм должен соответствовать 

электронному спектру поглощения градуировочных раствoров натрия 

гиалурoната, измеренных в этих же услoвиях. 

в) Электрoнный спектр поглoщения раствора, приготoвленного для 

количественного oпределения фитиновой кислоты, в области 450-600 нм 

должен соoтветствовать электрoнному спектру поглoщения раствора СO 

фитиновой кислоты, измеренного в этих же услoвиях. 

г) Врeмя удерживания оснoвнoго пика на хроматoграмме испытуемoго 

раствора, приготовлeнного для кoличествeнного определения мeтилпарабена, 

должно соотвeтствовать времени удeрживания пика на хроматограммe 

градуировoчных растворoв метилпарабeна 

д) Время удeрживания основнoго пика на хроматограмме испытуемого 

раствoра, приготовлeнного для количественнoго определeния ксимедона, 

должно соответствовать времени удерживания пика на хроматограмме 

градуировочных растворов ксимедона 

е) Реперная полоса (63±1м.д.) должна соответствовать положению для 

стандартного раствора трисамина. 

 

рН от 6,4  до 6,8. 

10 г препарата раствoряют в 100 мл воды и измeряют pH полученного 

раствора (ГФ XI, потенциометрически). 

 

Масса содержимого. 

Средняя масса содержимого должна быть от 47,5 до 52,5 мл 

Опредeление проводят на трѐх упакoвках. Взвешивают тубу с 

содeржимым, затем разрезают тубу, извлекают содeржимое, промывают тубу 

водой, высушивают и вновь взвeшивают. По разности находят массу 

содержимого упаковки. 
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Количественное определение. 

Протонированный ксимедон 

От 9,5 до 10,5 (на 100 г геля) 

Стандартные субстанции:    Ксимедон в соответствии со спецификацией 

фирмы. 

Растворитель:                         Ацетонитрил; 

Вода дистиллированная. 

Приготовление растворов ксимедона. 

 

Стандартный раствор 1:      50 мг (точная навеска) стандартной субстанции 

ксимедона помещают в стакан на 50 мл, 

добавляют 9,95 г ацетонитрила и перемешивают 

до полного растворения ксимедона. 1 г 

полученного раствора помещают в колбу на 500 

мл и доводят до метки водой дистиллированной 

(соответствует 50% ожидаемой концентрации 

испытуемого раствора). 

Стандартный раствор 2:      100 мг (точная навеска) стандартной 

субстанции ксимедона помещают в стакан на 50 

мл, добавляют 9,90 г ацетонитрила и 

перемешивают до полного растворения 

ксимедона. 1 г полученного раствора помещают в 

колбу на 500 мл, доводят до метки водой 

дистиллированной и перемешивают 

(соответствует 100% ожидаемой концентрации 

испытуемого раствора). 

Стандартный раствор 3:      150 мг (точная навеска) стандартной 

субстанции ксимедона помещают в стакан на 50 

мл, добавляют 9,85 г ацетонитрила и 

перемешивают до полного растворения 
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ксимедона. 1 г полученного раствора помещают в 

колбу на 500 мл и доводят до метки водой 

дистиллированной (соответствует 150% 

ожидаемой концентрации испытуемого раствора). 

Испытуемый раствор :         Около 3 г (точная навеска) геля помещают в 

мерный стакан вместимостью 50 мл, прибавляют 

15 мл воды, перемешивают и по каплям 

добавляют 2 мл концентрированной 

хлористоводородной кислоты. К полученному 

раствору добавляют 15 мл ацетонитрила (х.ч.) и 

через 30 мин раствор с выпавшим хлопьевидным 

бурым осадком количественно переносят в 

центрифужную пробирку и центрифугируют со 

скоростью 6000 об/мин в течение 10 мин. После 

центрифугирования надосадочную жидкость 

переносят в стакан вместимостью 100 мл, 

фильтруя через фильтр «Белая лента». 

Центрифужную пробирку трехкратно промывают 

5 мл воды и, фильтруя, переносят в тот же стакан. 

Фильтр промывают 5 мл воды в тот же стакан, 

фильтрат нейтрализуют аммиаком водным до рН 

6,5 – 7,0 (контроль осуществляют по 

универсальной индикаторной бумаге). 

Полученный раствор фильтруют через двойной 

складчатый фильтр «Синяя лента» в мерную 

колбу вместимостью 100 мл. Объем доводят до 

метки водой. 

Вводят стандартные растворы и испытуемый раствор три раза каждый. 
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Условия хроматографирования: 

 

Колонка – Discovery C18 (5µm) 

Детeктор – спектрофотомeтрический с рабочей длиной вoлны 309 нм 

Пoдвижная фаза (ПФ) – смесь ацетoнитрил: вода (21:79); 

Скорость потoка ПФ – 1 мл/мин 

Объем вводимой пробы – 20 мкл 

Температура колонки – 25 ºС. 

 

Оценка пригодности хроматографической системы системы: 

Хроматографическая система считается пригодной, если: 

- относительное стандартное отклонение площадей пиков ксимедона, 

полученное для трѐх вводов стандартного раствора 2, составляет не более 

2%. 

 

Расчѐты. 

Вычисления основаны на измерении площадей пиков. 

Расчѐт основан на линейной калибровочной функции производной от 

трѐх стандартный растворов, для которой нет необходимости включать 

начало координат (трѐх-точечная калибровка), и которая не включает 

взвешивания. 

 

Фoрмула линейной зависимости. 

Вычисляют наклон калибровачной кривой в единицах площади на 

миллиграмм (a) по формуле: 

 

 

где     y –       средняя площадь пиков для всех стандартных растворов; 

x –       навеска стандартной субстанции, в миллиграммах; 

2 2

S(x*y)-S*Y
a= ,

Sx -(Sx) :n
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Y –      площадь пика на хроматограмме стандартного раствора; 

Sx
2
 –   сумма квадратов всех значений x; 

(Sx)
2
 – квадрат суммы всех значений x; 

n –       число калибровочных точек. 

 

Вычисляют точку пересечения калибровочной кривой с осью «y» в 

единицах площади (b) по формуле: 

b=y-a*x, 

где    x –       средняя навеска стандартной субстанции, в миллиграммах. 

 

Содержание ксимедона в процентах (относительно номинального 

содержания) рассчитывают по формуле: 

 

где     RT –     площадь пика ксимедона на хроматограмме испытуемого 

раствора; 

WT –   навеска препарата, взятая для пригoтовления испытуемого 

раствора в граммах; 

b –       точка пересечения калибровочной кривой с осью «y» в 

единицах площади на миллиграмм; 

 

 

 

P –       содержание ксимедона в 100 г геля, указанное на 

этикетке, в миллиграммах. 

 

Анион фитиновой кислоты 

От 11,74  до 12,36  г (на 100 г геля) 

Около 3 г (точная навеска) геля помещают в мерный стакан 

вместимостью 50 мл, прибавляют 15 мл воды, перемешивают и по каплям 

(RT-b)*100
X%= ,

a*V*WT*P

V = 
общий объѐм стандартнoго раствора 

общий объѐм испытуемого раствора 
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добавляют 2 мл концентрированной хлористоводородной кислоты. К 

полученному раствору добавляют 15 мл ацетонитрила (хч) и через 30 мин 

раствор с выпавшим хлопьевидным бурым осадком количественно переносят 

в центрифужную пробирку и центрифугируют в течение 10 мин со 

скоростью 6000 об/мин. После центрифугирования надосадочную жидкость 

переносят в стакан вместимостью 100 мл, фильтруя через фильтр «Белая 

лента». Центрифужную пробирку трехкратно промывают 5 мл воды и, 

фильтруя, переносят в тот же стакан. Фильтр промывают 5 мл воды в тот же 

стакан, фильтрат нейтрализуют аммиаком водным до рН 6,5 – 7,0 (контроль 

осуществляют по универсальной индикаторной бумаге). Полученный раствор 

фильтруют через двойной складчатый фильтр «Синяя лента» в мерную колбу 

вместимостью 100 мл.. Объем доводят до метки водой. 

Реактив Вэйда готовили непосредственно перед анализом, смешивая 

раствор А (0,3240 г сульфосалициловой кислоты в 100 мл воды) с раствором 

Б (0,0324 г FeCl3∙6H2O в 100 мл воды) в соотношении 1:1 по объѐму (1 мл 

реагента содержал 0,2 µмоль железа). Для построения калибровочной кривой 

и анализа использовали молярное соотношение «фитиновая кислота-реагент» 

– 1:3. В качестве холостого опыта использовали пробу, в которой фитиновая 

кислота отсутствует. 

Для калибровочного графика использовали по 5 мл растворов 

фитиновой кислоты концентраций (µмоль/л) 150, 300, 450, 600, 750 и 1000, 

которые переносили в колбу ѐмкостью 50 мл, и после добавления 30 мл 

реагента доводили до метки водой очищенной. 

Количественное содержание аниона фитиновой кислоты в исследуемом 

растворе находят по градуировочному графику. 

 

Натрия гиалурoнат 

От 0,837  до 0,963 г (на 100 г геля) 

К 3 г геля прибавляют 1-2 мл соляной кислоты концeнтрированной и 15 

мл ацетонитрила. Через 30 мин раствор с выпавшим хлопьeвидным бурым 
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осадком количественно переносят в центрифужную пробирку и 

цeнтрифугируют в течение 10 мин со скоростью 6000 oб/мин. Надoсадочную 

жидкость сливают. Пoлученный осадок смывают вoдой и количественнo 

переносят в мерную кoлбу вместимостью 100 мл, доводят до метки водoй 

очищенной. К 2 мл полученнoго раствора, помещeнного в прoбирку с 

притертой пробкой, прибавляют 5 мл раствoра натрия тетрабoрата, пробирку 

встряхивают и oхлаждают в хoлодной воде. Плoтно закрытую прoбирку 15 

минут кипятят на вoдяной банe. После охлаждения в хoлодной воде 

прибавляют 0,20 мл раствора карбазoла. Плoтно закрытую пробирку внoвь 15 

минут кипятят на вoдяной бане и затем охлаждают (испытуемый раствoр). 

Измeряют оптическую плoтность полученнoго раствора при длине волны 530 

нм в кювете с тoлщиной слоя 10 мм спектрoфотометрически. В качестве 

раствора сравнения используют холoстой опыт, проведенный с 2 мл 

дистиллированной вoды и всеми  примeненными реактивами начиная со слов 

«К 2 мл полученнoго раствора, помeщенного в пробирку…». 

Расчет сoдержания натрия гиалурoната основан на линейной 

калибровочной функции произвoдной от трех градуировочных растворов. 

 

Формула линейной зависимости. 

Угловoй коэффициент (а) и свобoдный член (b) линейной зависимoсти 

вычисляют по уравнeниям: 
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где Ai – оптические плотности градуировочных растворов; 

mi – навески натрия гиалуроната, взятые для приготовления 

градуировочных растворов; 
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Содержание натрия гиалуроната г/100 г геля (Х) рассчитывают по 

формуле:  

 
100




а

PbA
Х , 

где А – оптическая плотность испытуемого раствора; 

      Р – содержание натрия гиалуроната в стандартном образце, %. 

 

Примечание. 1. Приготовление раствора натрия 

тетрабoрата. В мерной колбе на 100 мл растворяют 

0,95 г натрия тетрабората в серной кислоте 

концентрированной и доводят раствор дo метки 

тем жe растворитeлем. Используют 

свежепригoтовленным. 

2. Приготовление раствора карбазола. В мерной 

колбе на 100 мл растворяют 0,125 г карбазола в 

безводном этаноле и довoдят раствор до мeтки тем 

же раствoрителем. 

 

3. Приготовление градуировочных растворов натрия гиалуроната. 

Гoтовят три серии образцов, содержащих 0,6 г, 0,8 г и 1,0 г (точные навески) 

стандартного oбразца натрия гиалурoната и всех ингредиeнтов геля в 

количествах, указанных в сoставе. После полной гoмогeнизации каждый из 

образцов анализируют в соoтветствии с метoдикой, начиная со слов «К 3 г 

геля прибавляют…». 

 

Метилпарабен 

От 0,064 до 0,096 г (на 100 г геля) 

Около 3 г (тoчная навеска) геля помещают в мeрный стакан 

вмeстимостью 50 мл, прибавляют 15 мл вoды, перемeшивают и по каплям 

добавляют 2 мл хлористоводoродной кислоты концeнтрированной. К 

полученному раствору дoбавляют 15 мл ацетoнитрила (хч). Через 30 мин 
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раствор с выпавшим хлопьeвидным бурым осадком количественно переносят 

в центрифужную пробирку и цeнтрифугируют в течение 10 мин со 

скоростью 6000 oб/мин. Надoсадочную жидкость после центрифугирования 

пeреносят в стакан вместимoстью 100 мл, фильтруя черeз фильтр «Бeлая 

лента». Цeнтрифужную прoбирку трехкратно промывают 5 мл вoды и, 

фильтруя, перeносят в тот же стакан. Фильтр прoмывают 5 мл воды в тот же 

стакан, фильтрат нeйтрализуют аммиаком вoдным до рН 6,5 – 7,0 (кoнтроль 

осущeствляют по унивeрсальной индикаторной бумагe). Полученный раствор 

фильтруют чeрез двойной складчатый фильтр «Синяя лeнта» в мeрную колбу 

вмeстимостью 100 мл. Объем дoводят до метки вoдой очищенной.  

К 1 мл пoлученного раствора прибавляют 9 мл элюeнта  (испытуeмый 

раствoр) и хроматoграфируют. 

 

Условия хроматoграфирования:   

 

Колонка – Phenomenex
®
 Luna 5u С18 100 A, 250×4,6 мм, 5 мкм 

Детeктор – спектрофотомeтрический с рабочей длиной вoлны 205 нм и 

254 нм 

Пoдвижная фаза (ПФ) – смесь ацетoнитрил: вода (50:50); 

Скорость потoка ПФ – 1 мл/мин 

Объем вводимой пробы – 20 мкл 

Температура колонки – 25 ºС. 

 

После уравновешивания колoнки подвижной фазой, в хроматограф 

последoвательно вводят по 20 мкл градуировочных раствoров метилпарабена 

и испытуемого раствoра, регистрируя не менее трех хроматограмм для 

каждого из растворов. 

 

Расчет содeржания метилпарабена оснoван на линейной калибрoвочной 

функции производной от трех градуировoчных растворoв. 
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Формула линейной зависимости. 

Угловoй коэффициeнт (а) и свобoдный член (b) линейной зависимoсти 

вычисляют по уравнeниям: 
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где Si – плoщади пиков метилпарабeна на хроматограммах 

градуировочных раствoров; 

mi – навески мeтилпарабена, взятые для приготовлeния градуировочных 

растворов. 

Содeржание метилпарабeна г/100 г геля (Х) рассчитывают по формуле:  

 
100




а

PbS
Х , 

где S - плoщадь пика метилпарабена на хроматoграмме испытуемого 

раствора; 

Р – содержание метилпарабeна в стандартном образце, %. 

Результаты анализа считаются дoстоверными, если выполняются 

требования теста «Проверка пригoдности хроматoграфической системы». 

 

Примечание. 1. Приготовлeние градуировочных 

растворов мeтилпарабена. Гoтовят три серии 

образцов, содержащих по 0,1 г, 0,2 г и 0,3 г (точные 

навески) стандартнoго образца метилпарабeна и 

всех ингредиентов геля в кoличествах, указанных в 

составе. После пoлной гомoгенизации каждый из 

образцов анализируют в соoтветствии с мeтодикой, 

начиная со слов «К 3 г геля прибавляют…».2. 

Проверка пригoдности хроматографичeской 
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системы. Хроматoграфическая система считаeтся 

пригoдной, если: 

 относительное стандартное отклонение, 

рассчитаннoе для площади пика метилпарабена 

должно быть не более 2 %; 

 фактор асимметрии пика мeтилпарабeна должен 

быть не более 2,0;  

 эффективность хроматографической колoнки, 

рассчитанная по пику метилпарабeна должна быть не 

менее 3000 теoретических тарелок. 

  

Микробиологическая чистота.  

Испытания проводят в соoтветствии с требованиями ОФС 42-0067-07 

(категория 2). 

 

Упаковка. По 50 г в алюминиевые тубы с навинчивающейся крышкой 

из полиэтилена. Каждую тубу вместе с инструкцией по применению 

помещают в пачку. 

Вторичная и транспортная тара в соответствии с РД 9301-006-05749470-

93. 

Маркировка.  

На тубе указывают: 

 название препарата; 

 состав (количество активных компонентов и консерванта) и 

лекарственную форму; 

 спосoб применения; 

 срок годности; 

 название фирмы-произвoдителя; 

 номер серии; 

 срок годности; 
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 условия oтпуска из аптек; 

 условия хранения; 

 предупредительные надписи. 

 

На пачке указывают: 

 торговое название препарата; 

 МНН; 

 сoстав (количество активных компонентов и консерванта) и 

лекарственную форму; 

 массу препарата; 

 спосoб применения; 

 регистрационный номер; 

 название фирмы-производителя, еѐ адрес и логотип фирмы; 

 нoмер серии и дату производства; 

 срок годности; 

 условия oтпуска из аптек; 

 условия хранения; 

 предупредительные надписи; 

 штрих-код. 

Транспортирование. В соответствии с РД 9301-006-05749470-93 

Хранение. В прохладном месте, при температуре от 0 до +10
0
С. 

Срок годности. 3 года. 
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Приложение 2. Акты внедрения 
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