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ВВЕДЕНИЕ

d(+)-Биотин (Витамин Н) по химиче-
скому строению является гексагидро-2-
1Н-тиено[3,4-d]-имидазол-4-пентановой 
кислотой – соединение, содержащее кон-
денсированную гетероциклическую си-
стему имидазолового и тиофенового колец 
с остатком н-валериановой кислоты (рису-
нок 1). Благодаря наличию трех асимме-
тричных атомов углерода возможно суще-
ствование 8 оптических изомеров биотина 
и четырех рацематов. Однако биологиче-
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скую активность имеет только природный 
d(+)-биотин. 

Рисунок 1 – Структурная формула 
d(+)-биотина



58

Вестник фармации №1 (67) 2015                                                                         Научные публикации

d(+)-Биотин играет важную роль в 
углеводном обмене: он взаимодействует с 
инсулином и, тем самым, стабилизирует 
содержание глюкозы в крови. Кроме того, 
он принимает участие в производстве глю-
кокиназы – вещества, которое «запускает» 
процесс обмена глюкозы. Глюкокиназа вы-
рабатывается в печени, там, где хранится 
d(+)-биотин.

d(+)-Биотин применяют в медицин-
ской практике при комплексной терапии 
и профилактике заболеваний, вызванных 
дефицитом биотина: заболевания кожи, 
ногтей, волос, а также при нарушениях со 
стороны пищеварительного тракта, психо-
эмоциональных расстройствах и т.д.

Для количественного определения био-
тина в ранних работах предложены колори-
метрические методы. Один из них основан 
на гидролизе d(+)-биотина в концентри-
рованной кислоте и определении образо-
вавшейся диаминокарбоновой кислоты по 
цветной реакции с нингидрином [1]. В дру-
гом способе используется специфическая 
реакция на уpеидный цикл d(+)-биотина 
с n-диметиламиноцинамальдегидом [2]. 
Нижние границы определения составляют 
100 и 10 мкг/мл соответственно.

Очень чувствительны (0,025-0,5 нг/мл) 
микробиологические методы [3]. Разрабо-
тано относительно много их модификаций, 
все они отличаются тест-организмами, 
процедурой определения и способом из-
мерения скорости ростовой реакции. В 
качестве тест-организмов используют 
Lactobacillum planetarium 8014 ATCC, 
Saccharomyces cerevisiae 7754 ATCC, 
Neurospora crassa и др. Однако эти мето-
ды недостаточно избирательны, посколь-
ку микроорганизмы способны усваивать 
не только d(+)-биотин, но и некоторые его 
аналоги и метаболиты, которые являются 
неактивными для человека. Это затруд-
няет определение истинного содержания 
d(+)-биотина в биологических объектах, 
а, следовательно, является одной из при-
чин большой вариабельности получаемых 
результатов анализа. Кроме того, в присут-
ствии ненасыщенных кислот микробиоло-
гические методы могут давать неправиль-
ные результаты. В последнее время среди 
инструментальных методов анализа для 
определения d(+)-биотина получил рас-
пространение более удобный и быстрый 
иммуноферментный метод, в основе ко-
торого лежит высокоспецифичное взаи-

модействие d(+)-биотина с авидином [4]. 
Нижний предел определения d(+)-биотина 
составляет от 0,370 нг/г до 0,5 нг/г в зави-
симости от типа пробы.

Фармакопея США (USP) рекомендует 
для определения содержания основного 
вещества в субстанции использовать ме-
тод кислотно-основного титрования 0,1 
моль/л раствором гидроксида натрия с ви-
зуальным определением конечной точки 
титрования (КТТ) по фенолфталеину [5]. 
Согласно Европейской Фармакопее опре-
деление осуществляют методом неводного 
потенциометрического титрования испы-
туемого образца 0,1 моль/л раствором ги-
дроксида тетрабутиламмония [6].

Также описано большое количество 
других методик количественного опре-
деления d(+)-биотина с использованием 
современных физико-химических и фи-
зических методов: спектрофлуориметрии 
[7], электрохимии [8], жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) [9] в сочетании с ку-
лонометрическим детектированием [10], 
хромато-масс-спектрометрии (ЖХ–МС) 
[11, 12], капиллярного электрофореза [13], 
радиоизотопным [14], кинетическим мето-
дом [15], xемилюминесценции [16] и др. 
[17, 18].

В последнее время в фармацевтиче-
ском анализе серосодержащих соединений 
распространение получили электрохими-
ческие методы анализа, особенно поляро-
графические и вольтамперометрические, 
что обусловлено их достаточно высокой 
точностью и избирательностью определе-
ния. При оптимальных условиях поляро-
графия позволяет определять отдельные 
действующие вещества в различных ле-
карственных формах в присутствии ряда 
вспомогательных веществ.

Так, была предложена избиратель-
ная методика полярографического опре-
деления биотина и его технологических 
примесей на фоне хлорида калия и 1,25 
моль/л этанольного раствора серной кис-
лоты соответственно, которая пригодна 
для контроля процесса производства ле-
карственного средства [19]. Ограничением 
ее является невозможность использования 
для количественного определения биотина 
в готовых лекарственных средствах из-за 
низкой чувствительности (2∙10-4 моль/л).

В ранней работе [20] описана методи-
ка непрямого полярографического опре-
деления биотина в виде соответствующе-
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го нитрозо-производного при потенциале  
Е1/2= – 0,83 В (относительно НКЭ) на фоне 
0,1 моль/л раствора ацетата натрия. Однако 
она продолжительна во времени, а поэтому 
непригодна для рутинных исследований.

Подытоживая, можно сделать вывод, 
что существующие методики полярогра-
фического определения биотина несовер-
шенны и требуют улучшения. Перспектив-
ным направлением научных исследований 
является разработка методик количествен-
ного определения электрохимически неак-
тивного биотина по токам восстановления 
электроактивных окисленных функцио-
нальных производных, которые получают 
в предварительной стадии анализа.

Нами предложено осуществлять коли-
чественное определение биотина методом 
непрямой полярографии после перевода его 
в легко восстанавливаемое соединение –  
соответствующий сульфоксид биотина – с 
помощью гидропероксомоносульфата ка-
лия в кислой среде.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1. В качестве окислителя использова-
ли тройную калиеву соль кислоты Каро 
(2KHSO5·K2SO4·KHSO4) – «Оксон®». Рас-
твор гидропероксомоносульфата калия, 
1∙10-2 моль/л. Навеску порошка Оксона®, 
которая содержит 0,615 г основного веще-
ства, количественно переносили в колбу 
вместимостью 200,0 мл, растворяли в 100 
мл дважды дистиллированной воды при 
перемешивании и доводили объем дважды 
дистиллированной водой до метки. Кон-
центрацию контролировали методом йодо-
метрического титрования. Растворы мень-
шей концентрации готовили путем разбав-
ления исходного дважды дистиллирован-
ной водой в определенное количество раз.

2. Раствор тиосульфата натрия, 0,02 
моль/л. Готовили раствор тиосульфата на-
трия 0,1 моль/л из фиксанала стандарт-ти-
тра. С помощью пипетки отбирали 20 мл 
полученного раствора, переносили в мер-
ную колбу вместимостью 100,0 мл и до-
водили объем раствора дважды дистилли-
рованной водой до метки при температуре 
+20оС.

3. Раствор йодида калия 5%. Навеску 
5,0 г йодида калия «хч» растворяли в 50 мл 
дважды дистиллированной воды и доводи-
ли объем до 100,0 мл дважды дистиллиро-
ванной водой.

4. Раствор серной кислоты 0,1 моль/л. 
Раствор серной кислоты готовили из фик-
санала стандарт-титра в мерной колбе вме-
стимостью 500,0 мл.

5. Раствор фосфорной кислоты 2,5 
моль/л. 13 мл концентрированной фосфор-
ной кислоты «хч» переносили в мерную 
колбу вместимостью 100,0 мл и объем до-
водили до метки дважды дистиллирован-
ной водой при температуре +20оС.

Вольтамперометрические измерения 
осуществляли на цифровой установке в 
триэлектродном электролизере со ртутным 
капельным индикаторным электродом 
в постоянно токовом режиме с быстрой 
разверткой (0,5 В/с). В качестве электро-
да сравнения использовали насыщенный 
хлоридом калия каломельный электрод 
(н.к.э.).

Значения величины рН растворов из-
меряли с помощью стеклянного электрода 
ЭСЛ–43–07 на иономере «Иономер лабо-
раторный И–160М» (Беларусь) в паре с на-
сыщенным хлоридом калия хлорсеребря-
ным электродом ЭВЛ–1М3.1.

Объектами исследований были суб-
станция Биотина SHAANXI SCIPYAR 
BIOTECNOLOGY Co., LTD, Xi’an China, 
ser. WS140215, 99,12%, Tпл. 45ºС, которая 
отвечала требованиям Европейской Фар-
макопеи [6], и лекарственная форма d(+)-
Биотина – таблетки ВОЛВИТ®, покрытые 
оболочкой по 5 мг № 30 (производства 
Кусум Хелтхкер, Пвт. Лтд, Индия (Kusum 
Heаlthcare, Pvt. Ltd, India), номер серии: 
WA3002. Допуски: от 4,5 мг до 5,5 мг био-
тина в таблетке (90,0-110,0% от заявленно-
го количества). Результаты количествен-
ного определения (assay) по сертификату: 
5,01 мг/табл. 100,29%.

Приготовление раствора рабоче-
го стандартного образца РСО биотина 
(2∙10-3 моль/л). Навеску субстанции биоти-
на, которая содержала 0,0488 г основного 
вещества, растворяли в 100 мл этанола при 
температуре +20оС.

Приготовление модельного раствора 
биотина (0,50 мг/мл). Навеску субстан-
ции биотина, которая содержала 0,0500 г 
основного вещества, растворяли в 100 мл 
этанола при температуре +20оС.

Для создания необходимого рН рас-
твора использовали 0,25 моль/л раствор 
фосфорной кислоты и 0,1 моль/л раствор 
гидроксида калия. Все растворы изготов-
лены из реактивов квалификации ч.д.а.
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Методика полярографического опре-
деления биотина в виде его сульфоксида, 
полученного с помощью гидропероксомоно-
сульфата калия. Навеску порошка, 5 рас-
тертых таблеток, растворяли в 50 мл этано-
ла, фильтровали на фильтре с синей лентой. 
Отбирали 1,00 мл раствора (0,25–1,25 мл 
2,0∙10-3 моль/л (25,0 мг/50 мл) раствора PСО 
биотина при построении градуировочного 
графика) в мерную колбу вместимостью 
25 мл, добавляли 2,5 мл 2,5 М фосфорной 
кислоты и 1,15 мл 2∙10-3 моль/л раствора 
гидропероксомоносульфата калия и выдер-
живали 1 мин. Доводили до метки дважды 
дистиллированной водой, переносили в 
электролизер, удаляли кислород в течение 
10 мин. и полярографировали.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что оптимальным для ко-
личественного окисления биотина гидро-
пероксомоносульфатом калия в соответ-
ствующий сульфоксид является рН 1,4–1,5. 
Время количественного выхода продукта –  
сульфоксида биотина – должно быть не 
менее 60 с. В пределах от 1,05 до 1,1-ра-
зового молярного избытка гидропероксо-
моносульфата калия полярографические 
характеристики восстановления сульфок-

сида биотина не меняются. Однако жела-
тельно, чтобы концентрация гидроперок-
сомоносульфата калия в растворе не пре-
вышала 10-4 моль/л, так как в результате 
восстановления КHSO5 (анодный участок 
полярограммы) увеличивается остаточный 
ток и несколько искажается фоновая линия 
полярограммы (ее катодный участок). На 
полярограмме волна восстановления суль-
фоксида биотина с увеличением рН смеща-
ется в катодный участок и при рН>3 волна 
полностью сливается с волной восста-
новления фонового электролита (рис. 2).  
Процесс восстановления в условиях поля-
рографирования полностью необратимый: 
на анодной ветке полярограммы вообще 
отсутствует волна. При рН 1,4 (раствор 
0,25 моль/л фосфорной кислоты) на поля-
рограмме пик прослеживался при – 1,05…
– 1,1 (относительно н.к.э.) в зависимости 
от концентрации деполяризатора и был 
самым высоким. В условиях достаточно 
большого избытка окислителя более чем 
за 30 мин в слабокислой среде наблюдает-
ся дальнейшее окисление образованного 
сульфоксида биотина до соответствующе-
го сульфонового производного, который 
в условиях полярографирования является 
электрохимически инертным (отсутствие 
волны).

рН: 1,2 – 3,0; 3 – 2,0; 4 – 1,4
Рисунок 2 – Влияние рН среды на высоту полярограммы восстановления сульфоксида 

	 биотина. с(Biotin)=1∙10-4 моль/л	

Линейность предложенной методики 
была доказана с использованием нормали-
зованных координат согласно ГФ Украины 
(n=9; r=0,996) (рисунок 3, таблица 1) [21].

Результаты полярографического опре-
деления биотина представлены в таблицах 
2-3. Методом «введено-найдено» показа-
но отсутствие систематической ошибки 
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(δ<RSD). Установлено, что вспомогатель-
ные вещества (целактоза 80, лаурилсуль-
фат натрия, кроскармелоза натрия, диок-
сид кремния коллоидный безводный, сте-
арат магния) и оболочка (спирт поливини-

(0 – 0 (фон); 1 – 0,2; 2 – 0,4; 3 – 0,6; 4 – 0,8; 5 – 1,0)
Рисунок 3 – Концентрационная зависимость высоты полярографический волны 

сульфоксида биотина. 0,25 моль/л Н3РО4 (рН 1,4). с(Biotin), 10-4 моль/л

Таблица 1 – Данные регрессионного анализа

*Примечание: y = b × с + a

*Примечание: Содержание определено по стандартной методике [6].

Параметр Значение
Пределы линейности (моль/мл) (3,6–10)∙10-5

Уравнение градуировочного графика* І = 1,15×104 с + 0,63
Sb 6,131×102

±tSb 0,195×104

Sa 0,04
±tSa 0,13

LOD (моль/л) 1,1×10-5

LOQ (моль/л) 3,6×10-5

ловый, тальк, диоксид титана, полиэтилен-
гликоль, лецитин, понсо 4R, хинолиновый 
желтый), которые входят в состав готовой 
лекарственной формы, не мешают опреде-
лению.

Таблица 2 – Результаты определения биотина в модельных растворах (n = 5, Р = 0,95)

Таблица 3 – Результаты количественного определения биотина в таблетках по 5 мг 
Волвит® (Kusum Healthcare, Pvt. Ltd, India) (n = 5, Р = 0,95)

Взято с, 10-5 , (моль/л) Найдено ( x  ± Δ x )×105 % ± RSD δ (%)
6,14* 6,17 ± 0,26 102,7 ± 3,4 0,49
8,19 8,13 ± 0,28 101,6 ± 2,7 1,65

Содержание биотина (мг/ табл.) Найдено ( x  ± x ) % ± RSD δ (%)
5,01

(100,29% )*
5,08 ± 0,18 101,6 ± 2,7 1,3

*Примечание: Задекларированное содержание биотина в сертификате, найденное по стандарт-
ной фармакопейной методике [6].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана методика количественно-
го определения биотина в таблетках по 5 
мг методом непрямой полярографии после 
перевода его в легко восстанавливаемое 
соединение – соответствующий сульфок-
сид биотина – с помощью гидропероксо-
моносульфата калия в кислой среде. На 
фоне 0,25 моль/л Н3PO4 (рН 1,4) градуиро-
вочный график сохраняет линейный харак-
тер: І = 1,15×104с + 0,63, r=0,996. Изучено 
влияние вспомогательных веществ. При 
определении биотина в таблетках по 5 мг 
RSD<3%, δ=1,3% (n=5, P=0,95%). Предел 
обнаружения (LOD) и предел количествен-
ного определения (LOQ) равны 1,1×10-5 и 
3,6×10-5 моль/л соответственно.

Данное направление является пер-
спективным в разработке методик количе-
ственного определения других серосодер-
жащих биологически активных веществ и 
лекарственных средств.

SUMMARY

M. Ye. Blazheyevskіy, O. I. Koretnik
VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF 
D (+)-BIOTIN IN MEDICATIONS AS THE 

CORRESPONDING SULFOXIDE
A DC cathodic polarography procedure 

for the quantitative determination of d(+)-bi-
otin as its corresponding sulphoxide obtained 
by potassium hydrogenperoxomonosulphate 
in tablets on 5 mg was developed. The cali-
bration graph preserves the linear nature (0,25 
mol/L H3PO4, рН 1,4) for measurements at 
a dropping-mercury electrode (DME): І = 
1,15×104с + 0,63, r=0,996. Parameters that 
affect the d(+)-biotin determination using this 
method were investigated such as content of 
the matrix and sample size. А recovery of 
d(+)-biotin in tablet 5 mg RSD<3%, δ=1,3% 
(n=5, P=0,95%). LOD and LOQ of 1,1×10-5 
and 3,6×10-5mol/L respectively were calcu-
lated.

Keywords: d(+)-Biotin, potassium hydro-
genperoxomonosulphate, DC polarography, 
determination, tablets.
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Н. Н. Бойко

КИНЕТИКА ЭКСТРАГИРОВАНИЯ НЕКОТОРЫХ НЕОРГАНИЧЕСКИХ И 
ОРГАНИЧЕСКИХ КОМПОНЕНТОВ ИЗ ТРАВЫ ХВОЩА ПОЛЕВОГО

Национальный фармацевтический университет, г. Харьков, Украина

В статье приведены результаты исследования по изучению процесса накопле-
ния сухого остатка, веществ–маркеров (гидроксикоричных кислот в пересчете на 
кислоту хлорогеновую) и ионов калия в вытяжке на примере травы хвоща полевого. 

Показано, что зависимость концентрации веществ в вытяжке от времени на-
стаивания в пределах исследуемого периода времени имеет в общей форме вид лога-
рифмического закона С = b · ln(t) + a. 

Зависимость накопления концентрации веществ от времени в процессе наста-
ивания по логарифмической модели позволяет предсказывать кинетику изменения 
концентрации вещества в системе минимум по двум точкам.

Показано также, что во время мацерации органические и неорганические ве-
щества экстрагируются параллельно друг с другом.

Ключевые слова: кинетика, мацерация, хвощ полевой, калий, экстрактивные 
вещества, гидроксикоричные кислоты.

ВВЕДЕНИЕ

На данный момент в технологии экс-
тракционных препаратов одними из ос-
новных параметров растительного сырья, 
на которые обращают внимание техноло-

ги, являются: степень измельченности, 
содержание экстрактивных веществ, со-
держание целевых веществ или веществ-
маркеров, влажность, насыпная плот-
ность, объемная плотность, коэффициент 
поглощения экстрагента и некоторые 


