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РЕЗЮМЕ
Введение. На базе кафедры химии Новосибирского государственного педагогического университета разработан 

новый перспективный фенольный серосодержащий антиоксидант – додецил(3,5-диметил-4-гидроксибензил)сульфид. 
Антиоксидантная активность данного соединения показана в исследованиях на различных моделях. Также установлено, что он 
способен проявлять гепатопротекторную, противовоспалительную активность, обладает гемореологическим, антиагрегацион-
ным, антитромбоцитарным эффектами, и выраженным протекторным действием при ишемии головного мозга.

Цель исследования: Разработка биоаналитической методики определения количественного содержания додецил(3,5-
диметил-4-гидроксибензил)сульфида в биологическом материале для проведения дальнейших фармакокинетических исследо-
ваний. 

Материал и методы. Для разработки методики был выбран метод дифференциально-импульсной вольтамперометрии. 
Определение проводили на рабочем ртутно-пленочном (амальгамном) электроде, используя в качестве электрода сравнения 
хлорид-серебряный электрод. Фоновым электролитом служила смесь спирт этиловый 95%-2М раствор натрия гидроксида (4:6). 

Результаты. Изучено электрохимическое поведение додецил(3,5-диметил-4-гидроксибензил)сульфида и подобраны усло-
вия его количественного определения в сыворотке крови крыс. Разработанная методика валидирована. С использованием дан-
ной методики были установлены фармакокинетические параметры додецил(3,5-диметил-4-гидроксибензил)сульфида на кры-
сах при однократном внутрижелудочном введении в дозе 500мг/кг.

Заключение. Разработанная методика вольтамперометрического определения додецил(3,5-диметил-4-гидроксибензил)
сульфида в сыворотке крови крыс может применяться для определения его фармакокинетических параметров при проведении 
доклинических исследований. 

Ключевые слова: додецил(3,5-диметил-4-гидроксибензил)сульфид, вольтамперометрия, валидация, фармакокинетика.
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Введение

Комплексное применение антиоксидант-
ных препаратов давно зарекомендовало 

себя в терапии таких заболеваний, как ишеми-
ческая болезнь, атеросклероз, гепатиты, злока-
чественные новообразования [1].Особый интерес 
представляют полифункциональные антиокси-
данты, обладающие несколькими механизмами 
антиоксидантной защиты и оказывающие до-
полнительные положительные эффекты на со-
стояние организма. К такому классу относятся 
фенольные серосодержащие антиоксиданты, по-
скольку сульфидная(тиоловая) группа, входящая 
в их структуру, способна восстанавливать глута-
тион, связывать некоторые токсические веще-
ства и катионы тяжелых металлов.

На базе кафедры химии Новосибирского го-
сударственного педагогического университета 
был синтезирован новый фенольный серосодер-
жащий антиоксидант – додецил(3,5-диметил-4-
гидроксибензил)сульфид (далее по тексту – Т-1) 
(pис. 1). Антиоксидантная активность данного сое-
динения установлена по способности угнетать пе-
рекисное окисление липидов (ПОЛ) на различных 
моделях [2]. Также показано, что Т-1 не оказывает 
токсического действия, не проявляет мутагенного 
и генотоксического свойств [3]. Исследования на 
модели тетрахлорметан-индуцированного гепа-

тита у мышей и крыс выявили гепатопротектор-
ную и противовоспалительную активность дан-
ного соединения [2]. Т-1 положительно влияет на 
показатели крови, обладает гемореологическим, 
антиагрегационным и антитромбоцитарным эф-
фектами, а также выраженным протекторным 
эффектом при ишемии головного мозга. Кроме 
того, установлено, что описываемое соединение 
обладает цитопротективным действием и способ-
но усиливать противоопухолевый эффект препа-
ратов при полихимиотерапии [4]. 

Результаты исследований позволяют считать 
Т-1 перспективным антиоксидантом для меди-
цинского применения и продолжить работу в 
рамках доклинического исследования. Для про-
ведения фармакокинетических исследований не-
обходима аналитическая методика, позволяющая 
определять содержание Т-1 в биологическом ма-
териале. Вольтамперометрия является извест-
ным, доступным и относительно малозатратным 
по времени методом, широко используемым для 
определения лекарственных средств в биологиче-
ском материале [5–8], в том числе для определе-
ния серосодержащих антиоксидантов [9], чем и 
обусловлен его выбор.

Цель настоящего исследования – разработ-
ка биоаналитической методики определения ко-
личественного содержания додецил(3,5-диметил-
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SUMMARY
Introduction. The new promising sulfur-containing phenolic antioxidant dodecyl (3,5-dimethyl-4-hydroxybenzyl) sulfide has been 

developed at the Department of Chemistry, Novosibirsk State Pedagogical University. The antioxidant activity of this compound has 
been shown in studies using various models. It has also been found to be able to have hepatoprotective and anti-inflammatory activities, 
hemorheological, antiaggregatory, antiplatelet, and pronounced protective effects in cerebral ischemia.

Objective: to develop a bioanalytical procedure for estimating the content of dodecyl (3,5-dimethyl-4-hydroxybenzyl) sulfide in 
biological material for further pharmacokinetic studies

Material and methods. Differential pulse voltammetry was chosen to develop this procedure. The determination was carried out 
on a working mercury-film (amalgam) electrode using a silver chloride electrode as a reference electrode. The background electrolyte 
was a mixture of 95% ethanol and 2M sodium hydroxide solution (4:6).

Results. The electrochemical behavior of dodecyl (3,5-dimethyl-4-hydroxybenzyl) sulfide was investigated and conditions for its rat 
serum quantification were selected. The developed procedure was validated. This procedure could establish the pharmacokinetic 
parameters of dodecyl (3,5-dimethyl-4-hydroxybenzyl) sulfide in the rats after its single intragastric administration at a dose of 500 mg/
kg.

Conclusion. The developed procedure for the voltammetric determination of rat serum dodecyl (3,5-dimethyl-4-hydroxybenzyl) 
sulfide can be used to identify its pharmacokinetic parameters during preclinical studies.

Key words: dodecyl (3,5-dimethyl-4-hydroxybenzyl) sulfide, voltammetry, validation, pharmacokinetics.

For reference: Shinko T.G., Terentyeva S.V., Ivanovskaya E.A., Prosenko O.I. Development of a bioanalytical procedure for 
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4-гидроксибензил)сульфида в биологическом 
материале для проведения дальнейших фармако-
кинетических исследований. 

Материал и методы
Опытные образцы додецил(3,5-диметил-4-

гидроксибензил)сульфида были предоставлены 
кафедрой химии Новосибирского государствен-
ного педагогического университета. Определение 
проводили на полуавтоматическом вольтамперо-
метрическом анализаторе «ТА-4», «ТомьАналит», 
Россия (ПО ТА-LabХ). Для проведения анализа ис-
пользованы натрия гидроокись (ЧДА ГОСТ 4328-
77), спирт этиловый (ГОСТ Р 51652-200), ацетон 
(ЧДА ГОСТ 2603-79). 

Условия вольтамперометрического определения. 
Рабочий электрод – ртутно-пленочный (амаль-
гамный) электрод, электрод сравнения – хлорид-
серебряный (Ag/AgCl, 3MKCl). Состав фонового 
электролита: смесь спирта этилового и 2 моль/л 
(2М) раствора натрия гидроксида (4:6). Параме-
тры дифференциально-импульсного вольтампе-
рометрического определения: начало развертки 
(-0,3) В, конец развертки (-1,1) В, скорость разверт-
ки потенциала 25 мВ/с, амплитуда волны 30 мВ, 
шаг развертки 10 мВ, задержка измерения 10 мс. 
Объем пробы – 40 мкл. Измерение высоты сигна-
ла проводили в области потенциала (-0,8)±0,05 В. 
Для определения содержания исследуемого ве-
щества использовали метод стандарта. Расчет со-
держания определяемого вещества произведен 
автоматически с использованием программного 
обеспечения ТА-LabX на основе высоты сигнала 
определяемого вещества в стандартном растворе 
Т-1 100 мг/л.

Валидацию разработанной биоаналитиче-
ской методики проводили в соответствии с Ру-
ководством по валидации биоаналитических 
методик Европейского агентства лекарствен-
ных средств (Guide line on bioanalytical method 
validation, European Medicines Agency, 2011) 

и Правилами проведения исследований био-
эквивалентности лекарственных препаратов в 
рамках Евразийского экономического союза (Ре-
шение Совета Евразийской экономической ко-
миссии №85 от 3 ноября 2016 г.; Приложение 
№6. Требования к валидации биоаналитических 
методик испытаний и анализу исследуемых био-
логических образцов) по параметрам «Селектив-
ность», «Линейность», «Эффект переноса», «Ниж-
ний предел количественного определения», 
«Правильность», «Прецизионность», «Стабиль-
ность» [10, 11].

Для установления фармакокинетических па-
раметров Т-1 в учебном виварии Новосибирско-
го государственного медицинского университета 
были получены 8 крыс-самцов массой 300±50 г. 
Крысы содержались в стандартных условиях ви-
вария при 12-часовом световом режиме, при сво-
бодном доступе к корму и воде на стандартной ла-
бораторной диете. На проведение эксперимента 
получено заключение Комитета по этике Ново-
сибирского государственного медицинского уни-
верситета (Протокол №111 от 29.11.2018). Т-1 вво-
дили крысам внутрижелудочно в виде масляного 
раствора в дозе 500 мг/кг массы испытуемого жи-
вотного. Забор крови из хвостовой вены крысы 
проводили через 0, 1, 2, 4, 6, 9 и 24 ч после введе-
ния исследуемого вещества. Сыворотку получали 
центрифугированием крови в течение 10 мин на 
скорости 4 000 об/мин. Образцы сыворотки хра-
нили при температуре -20°С.

Обработку данных, полученных в ходе вали-
дации методики, проводили с использованием 
Microsoft Excel. Основные фармакокинетические 
параметры и фармакокинетическая кривая Т-1 
получены с использованием программного обе-
спечения Borgia 1.03 для однокамерной модели с 
абсорбцией.

Результаты и обсуждение
На основании литературных данных о спо-

собах определения органических сульфидов на 
ртутно-пленочном электроде с использовани-
ем (1,0–3,0) моль/л раствора натрия гидроксида 
в качестве фонового электролита [12, 13], были 
подобраны условия электрохимического опре-
деления Т-1. При разработке методики в электро-
литическую ячейку вносили равные аликвоты 
(40 мкл) 0,1% раствора Т-1 в спирте этиловом. На 
циклической вольтамперограмме (рис. 2а) сиг-
нал окисления наблюдали на анодной (-0,9 В) и 
катодной (-0,95 В) развертке, что свидетельствует 
об обратимости электрохимического процесса.

Рис. 1. Структурная формула додецил

(3,5-диметил-4-гидроксибензил)сульфида

Fig. 1. The structural formula of dodecyl 

(3,5-dimethyl-4-hydroxybenzyl) sulfide
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Органические сульфиды и суль-
фоксиды способны образовывать с 
солями ртути комплексные соеди-
нения, что мешает правильному 
определению указанных веществ 
на ртутно-пленочном электроде 
ввиду их прочной адсорбции на 
поверхности электрода. Для устра-
нения этого мешающего влияния в 
состав фонового электролита вво-
дили спирт этиловый в качестве 
компонента, способствующего со-
хранению исследуемого вещества 
и продукта его окисления в раство-
ре. На рис. 2В имеет место увели-
чение сигнала окисления опреде-
ляемого компонента относительно 
соответствующего сигнала в фоно-
вом электролите без добавления 
этилового спирта (рис. 2а). Однако 
при увеличении содержания эти-
лового спирта в составе фонового 
электролита увеличивается общий 
ток системы и снижается высота 
сигнала определяемого компонен-
та. Оптимальным составом фоно-
вого электролита было выбрано 
соотношение спирт этиловый-2М 
NaOH (4:6). 

Отмечено влияние длительно-
сти предварительной стадии пере-
мешивания раствора в электрохи-
мической ячейке при отсутствии 
стадии накопления (рис. 2в). Уве-
личение времени перемешивания 
до 90 с приводит к увеличению вы-
соты пика окисления на вольтам-
перограмме. Дальнейший прирост 
времени перемешивания суще-
ственно не изменяет высоту пика. 
При выборе оптимальных условий 
определения оценивали равномер-
ность прироста сигнала от добав-
ления равных аликвот и удобство 
обработки сигнала. Дифференци-
ально-импульсный режим разверт-
ки потенциала позволяет свести к 
минимуму влияние фона, увели-
чить высоту сигнала определяе-
мого вещества (рис. 2г) и добиться 
равномерного прироста сигнала.

Влияние биологической матри-
цы на вольтамперограмму исследу-

Рис. 2. Вольтамперограммы 0,1% раствора Т-1, полученные 

с использованием ртутно-пленочного (амальгамного) рабочего электрода

Примечание. а – циклическая вольтамперограмма, фон – 2M NaOH; 

б – циклическая вольтамперограмма, фон – 2M NaOH с добавлением 

спирта этилового; в – циклические вольтамперограммы с различным 

временем перемешивания раствора в электрохимической ячейке, 

фон – спирт этиловый-2M NaOH (4:6); г – дифференциально-импульсная 

катодная вольтамперограмма, фон – спирт этиловый: 2MNaOH 4:6.

Fig. 2. Voltammograms obtained in a 0.1% T-1 solution 

using a working mercury-film (amalgam) electrode 

Note. а – cyclic voltammogram; background, 2M NaOH; 

б – cyclic voltammogram; background, 2M NaOH with the addition 

of ethanol; в – cyclic voltammograms with different mixing times 

for the solution in the electrochemical cell; background, 

ethanol – 2M NaOH (4:6); г – differential-pulse cathodic 

voltammogram; background, ethanol – 2MNaOH (4:6).
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емого вещества оценивали путем записи вольтам-
перограммы биологического образца (сыворотка 
крови крысы без добавления исследуемого веще-
ства). На вольтамперограмме образца, не подвер-
гавшегося предварительной пробоподготовке, 
обнаружен пик окисления, совпадающий с потен-
циалом пика окисления Т-1 (рис. 3). 

Так как предположительным 
механизмом реакции является 
окисление сульфидной группы, то, 
вероятно, мешающее влияние на 
запись вольтамперограммы ока-
зывают белки сыворотки крови. 
Для устранения влияния белков их 
осадили ацетоном (2:1) с последую-
щим центрифугированием (5 мин, 
5000 об/мин). Внесенная в электро-
химическую ячейку аликвота надо-
садочной жидкости не имеет пика 
на вольтамперограмме (рис. 3). 
Для того, чтобы оценить влияние 
указного способа пробоподготов-
ки на определение Т-1, приготови-
ли модельный раствор с концен-
трацией 100 мг/л, состоящий из 

100 мкл 1000 мг/л раствора Т-1в спирте этиловом 
и 900 мкл сыворотки крови крысы, не содержа-
щей определяемого компонента. На вольтамперо-
грамме модельного раствора, измеренной после 
проведения предварительной пробоподготовки, 
зафиксирован пик окисления определяемого ком-

Рис. 4. Вольтмаперограммы сыворотки крови крыс

Примечание. а – 1 ч после введения исследуемого вещества; 

б – 4 ч после введения исследуемого вещества; в – 6 ч после введения 

исследуемого вещества; г – 24 ч после введения исследуемого вещества.

Fig. 4. Rat serum voltammograms 

Note. а – One hour after administration of the test substance; б – 4 hours 

after administration of the test substance; в – 6 hours after administration 

of the test substance; г – 24 hours after administration of the test substance.

Рис. 3. Дифференциально-импульсная 

катодная вольтамперограмма на фоне 

смеси спирт этиловый-2М NaOH (4:6) 

Fig. 3. Differential-pulse cathodic 

voltammogram in the presence of a mixture 

of ethanol – 2MNaOH (4:6)
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понента (рис. 3). Установлено, что высоты пиков 
окисления модельных растворов после пробопод-
готовки совпадают с высотами стандартных рас-
творов Т-1 в эквивалентных концентрациях. Та-
ким образом, выбранный способ пробоподготовки 
не мешает определению исследуемого вещества.

Разработанная методика валидирована на мо-
дельном растворе сыворотки крови крыс с до-
бавлением стандартного раствора определяе-
мого вещества в соответствии с требованиями 
к валидации биоаналитических методик по по-
казателям «Селективность», «Эффект переноса», 
«Нижний предел количественного определения», 
«Линейность», «Правильность», «Прецизион-
ность», «Стабильность». 

На вольтамперограммах шести холостых био-
логических проб, полученных от разных крыс, 
отсутствует пик, соответствующий 
потенциалу пика электрохимиче-
ского окисления Т-1, что говорит о 
специфичности методики. Высоты 
пиков электрохимического окис-
ления Т1, полученные при записи 
вольтамперограмм модельных рас-
творов с концентрацией 12,5; 40; 
75; 100; 150; 200 мг/л проявляли ли-
нейную зависимость относитель-
но номинальной концентрации 
модельных растворов. Значение 
коэффициента корреляции со-
ставило r=0,9955. Отклонение рас-
считанного значения концентра-
ции не превышало номинального 
более, чем на 10,4% (максимально 
допустимое значение – ±15%). Уста-
новлено, что высота пика на воль-
тамперограмме холостой биологи-
ческой пробы, записанной сразу 
после измерения вольтамперо-
граммы раствора с концентраци-
ей Т-1 1000 мг/л не превышает 5,4% 
высоты пика на вольтамперограм-
ме модельного раствора с концен-
трацией 12,5 мг/л (максимально до-
пустимое значение – 20%).

Для определения правильности 
и прецизионности методики оце-
нивали рассчитанное содержание 
Т-1 в модельных растворах с кон-
центрациями 12,5, 40, 100, 200 мг/л 
относительно номинального содер-
жания. Рассчитанные концентра-
ции модельных растворов внутри 

одного цикла и между циклами (днями) не отли-
чались от номинальных более чем на 8 и 2,7% со-
ответственно (восстановление Recovery должно 
находиться в пределах 85–115%). Величина отно-
сительного стандартного отклонения (RSD, %) из-
мерений внутри одного цикла и между циклами 
не превышала соответственно 3,89 и 3,38%  (мак-
симально допустимое значение – 15%).

Параметры линейной зависимости, правиль-
ности и прецизионности, полученные в ходе ва-
лидации модельного раствора с концентраци-
ей Т-1 12,5 мг/л, соответствовали установленным 
требованиям. Нижний предел количественного 
определения методики принимается 0,5 мкг Т-1.

Далее определяли отклонение рассчитанного 
содержания Т-1 в модельных растворах от номи-
нального (12,5, 200 мг/л) после 2 циклов замора-

Основные фармакокинетические параметры Т-1 на крысах 
при однократном внутрижелудочном введении в дозе 500 мг/кг

Basic pharmacokinetic parameters of T-1 in rats 
after single intragastric administration at a dose of 500 mg/kg

Время, 
мин

Рассчитанная 
концентрация 

Т-1 в сыворотке 
крови, мкг/мл

Период 
полувы-
ведения, 

мин

Константа 
скорости 
элимина-
ции, ч-1

Общий 
клиренс, 
мл/мин

Площадь 
под кине-
тической 
кривой

60 24,32

210,38 0,00329 0,819 31129,6

120 54,48

240 92,11

360 63,66

540 38,76

1440 2,04
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живания (-20°С)/размораживания (при комнатной 
температуре) и после хранения при комнатной 
температуре в течение 2, 6, 12 ч. Все рассчитан-
ные значения концентраций определяемого ком-
понента в модельных растворах находились в ди-
апазоне допустимых ±15% от номинального, что 
подтверждает стабильность образцов. Таким об-
разом, в ходе проведенных испытаний была по-
казана валидность разработанной методики.

Методика была успешно применена для уста-
новления фармакокинетических параметров ис-
следуемого вещества при однократном внутри-
желудочном введении на крысах в дозе 500 мг/кг 
массы тела животного. Методика позволяет опре-
делять изменение концентрации Т-1 в сыворотке 
крови со временем (рис. 4, см. таблицу). 

Заключение
Разработана и валидирована методика коли-

чественно определения нового полифункцио-
нального фенольного серосодержащего антиок-
сиданта додецил(3,5-диметил-4-гидроксибензил)
сульфида в сыворотке крови методом дифферен-
циально-импульсной вольтамперометрии. Дан-
ная методика показала пригодность для уста-
новления фармакокинетического профиля 
додецил(3,5-диметил-4-гидроксибензил)сульфида 
в эксперименте на крысах и может быть в даль-
нейшем использована при проведении доклини-
ческих и клинических исследований. 
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