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Аннотация. Для извлечения иммунодепрессантов 6-меркаптопурина и азатиоприна из водных 
растворов применена экстракция в присутствии высаливателя сульфата аммония гидрофиль-
ными растворителями — алифатическими спиртами, эфирами уксусной кислоты и растворами 
полиакриламида, полиакриловой кислоты, поливинилформамида . Изучено влияние сольво-
тропного реагента дибутилфталата на степень извлечения иммунодепрессантов . Для дости-
жения практически полного извлечения 6-меркаптопурина и азатиоприна из водно-солевых 
растворов применена повторная экстракция .
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ВВЕДЕНИЕ
6-Меркаптопурин (1,7-дигидро-6Н-пурин-6-

тион) и азатиоприн (6-[(1-метил-4-нитро-1Н-
имидазол-5-ил) тио)]-1Н-пурин) — распространен-
ные иммунодепрессивные вещества, входящие 
в состав аутоиммунных препаратов . Они нарушают 
биосинтез нуклеотидов, подавляют рост пролифе-
рирующих тканей и оказывают цитотоксическое 
влияние, благодаря чему их применяют при лече-
нии острого лейкоза и ретикулезов . По сравнению 
с 6-меркаптопурином азатиоприн оказывает более 
выраженное иммунодепрессивное действие [1] .

Для экстракции биологически активных ве-
ществ из водных растворов с начала 80-х го-
дов XX века успешно применяются гидрофильные 
растворители, в частности, алифатические спирты 
и эфиры, а также гидрофобные, например, хлоро-
форм [2, 3] .

В качестве экстрагентов для извлечения имму-
нодепрессантов в данном исследовании впервые 
применены спирты С3 — С5 нормального строения, 
алкилацетаты С2 — С5, их смеси с сольвотропным 

реагентом (дибутилфталатом), а также водораство-
римые полимеры такие как полиакриламид, по-
лиакриловая кислота, поливинилформамид . Соль-
вотропные реагенты практически нерастворимы 
в воде, их введение в экстракционную систему 
значительно повышает степень извлечения орга-
нических веществ разных классов [4] .

Для образования двухфазных систем в водный 
раствор до экстракции вводили электролит (неор-
ганическую соль) . Экстракция в присутствии вы-
саливателей — распространенный прием повы-
шения количественных характеристик процесса 
[5] . При уменьшении молекулярной массы гидро-
фильных экстрагентов их растворимость в воде 
возрастает, образование двухфазной системы ста-
новится практически невозможным . Обязательным 
условием экстракции такими растворителями яв-
ляется насыщение водного раствора электролитом, 
понижающим растворимость распределяемого 
вещества в воде и обеспечивающим расслаивание 
системы . Ранее нами показано, что оптимальные 
параметры экстракции (коэффициент распределе-
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ния D, степень извлечения R, %) достигаются в си-
стемах с сульфатом аммония [6] .

Установление подлинности и безопасности 
аутоиммунных препаратов на основе 6-меркапто-
пурина и азатиоприна — актуальная задача, реше-
ние которой возможно с применением жидкостной 
экстракции .

Цель исследования состоит в разработке спосо-
ба извлечения 6-меркаптопурина и азатиоприна из 
водных растворов, включающего экстракционное 
концентрирование с последующим спектрофото-
метрическим анализом органического концентрата .

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Готовили водно-солевые растворы меркапто-

пурина и азатиоприна с концентрацией 0 .05 мг/см 3 . 
Навеску препарата фармакопейной чистоты (5 мг) 
помещали в мерную колбу вместимостью 100 см 3, 
растворяли в небольшом объеме воды и при пере-
мешивании доводили до метки насыщенным рас-
твором высаливателя . Меркаптопурин и азатио-
прин концентрировали с применением гидрофиль-
ного растворителя или растворов полимера раз-
личных концентраций . Для этого к 10 см 3 анали-
зируемой водной пробы, содержащей иммуноде-
прессант, добавляли сульфат аммония, затем 1 см 3 
экстрагента . Экстрагировали на вибросмесителе 
(20±1 °C, рН = 4 .2÷4 .5), в течение 10 мин устанав-
ливается межфазное равновесие, раствор оставля-
ли на 3—5 мин для расслаивания системы .

При экстракции в присутствии сольвотропного 
реагента предварительно готовили серию раство-
ров дибутилфталата в н-пропиловом спирте с кон-
центрациями 0 .27; 0 .34; 0 .45; 0 .68 и 0 .90 моль/дм 3 
(максимальная концентрация, на пределе раство-
римости дибутилфталата в экстрагентах) . При этом 
объемные соотношения растворитель: дибутилфта-
лат составляли 10 : 1; 7 : 1; 5 : 1; 3 : 1 и 2 : 1 соот-
ветственно .

В градуированную пробирку вместимостью 
25 см 3 помещали 10 см 3 водно-солевого раствора 
иммунодепрессанта и 1 см 3 смеси растворитель — 
дибутилфталат (исходное соотношение объемов 
водно-солевой и органической фаз 10 : 1) и экс-
трагировали 10 мин . Затем 1 см 3 органического 
концентрата разбавляли в 25 раз дистиллированной 
водой, измеряли оптическую плотность получен-
ного раствора на спектрофотометре SHIMADZU 
UV MInI-1240, длина светопоглощающего слоя 
1 см, максимум светопоглощения при 286 нм .

При проведении повторной экстракции 1 см 3 
органического концентрата разбавляли в 10 раз 

дистиллированной водой и извлекали иммуноде-
прессанты как описано выше .

Синтез полиакриламида (ПАА), полиакриловой 
кислоты (ПАК) и поливинилформамида (ПВФ) 
с молекулярной массой Мη, соответственно, 1 .0·104; 
1 .8·104 и 6 .5·104 осуществлен радикальной поли-
меризацией в изопропиловом спирте с содержани-
ем мономера 10 масс . % и инициатора динитрила 
азо-бис-изомасляной кислоты 1 масс . % с выходом 
65—70 % при температуре 70 °C в течение 6 часов . 
Молекулярная масса полимеров Мη вычислена на 
основании данных вискозиметрии по уравнению 
Марка-Куна-Хаувинка с учетом констант К и α для 
ПАА [7], ПАК [8] и ПВФ [9] .

Коэффициент распределения (DI) и степень из-
влечения иммунодепрессантов после первой экс-
тракции (RI,%), а также степень извлечения после 
двукратной экстракции (Rобщ, %) рассчитывали по 
известным уравнениям [6]:

 
,
   

 

где с0 и св — концентрации меркаптопурина (аза-
тиоприна) в органической и водной фазах; f — со-
отношение объемов равновесных водной и орга-
нической фаз, RII — степень извлечения иммуно-
депрессанта после второй экстракции, % .

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для экстракции 6-меркаптопурина и азатиопри-

на применены, прежде всего, вследствие невысокой 
токсичности, гидрофильные растворители, в част-
ности, алифатические спирты нормального строе-
ния С3 — С5 и алкилацетаты С2 — С5 [10, 11] . 
Установлены в идентичных условиях коэффициен-
ты распределения D и степень извлечения R имму-
нодепрессантов в системах спирт (алкилацетат) — 
высаливатель — вода (табл . 1) . Приведенные 
данные показывают, что максимальная степень 
извлечения 6-меркаптопурина и азатиоприна до-
стигается при экстракции наиболее гидрофильны-
ми растворителями — н-пропиловым спиртом (74 .0 
и 74 .8 % соответственно) и этилацетатом (85 .9 
и 86 .2 %) . Как установлено, после повторной экс-
тракции степень извлечения 6-меркаптопурина 
и азатиоприна повышается, соответственно, до 88 .2 
и 89 .1 % в системе с н-пропиловым спиртом, и до 
94 .3 и 95 .5 % — с этилацетатом .

Полученные результаты свидетельствуют 
о сравнительно невысокой эффективности экс-
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тракционных систем на основе алифатических 
спиртов . Известно, что самоассоциация раство-
рителя снижает вероятность образования водород-
ных связей извлекаемого вещества с экстрагентом 
[12] . Спирты относятся к самоассоциирующим 
растворителям, однако, в системах спирт — вода 
происходит ослабление энергии водородных связей 
между молекулами спирта [13] . Сольватация спир-
тами, в отличие от эфиров, осуществляется преиму-
щественно за счет свободных электронных пар 
атомов азота иммунодепрессанта и атома водорода 
ОН-группы спирта и характеризуется меньшей 
способностью образовывать гидрато-сольватные 
комплексы с распределяемым веществом . Высокую 
экстрагирующую способность этилацетата можно 
объяснить отсутствием самоассоциации, экрани-
рованием атома кислорода, что характерно для 
эфиров уксусной кислоты [14] .

С увеличением длины углеводородного ради-
кала экстрагирующая способность гомологов по 
отношению к иммунодепрессантам закономерно 
снижается . Это объясняется ослаблением водо-
родной связи между экстрагентом и распределяе-
мым веществом, уменьшением доли ОН–групп 
спиртов или атомов кислорода в молекулах алки-
лацетатов (снижение гидрофильности) .

С целью повышения количественных характе-
ристик экстракции иммунодепрессантов применены 
смеси н-пропилового спирта и этилацетата с дибу-
тилфталатом (ДБФ) . Введение сольвотропного ре-
агента в экстрагент при извлечении иммунодепрес-
сантов сопровождается существенным повышением 
коэффициентов распределения и степени извлече-
ния по сравнению с системами индивидуальный 
растворитель — водно-солевой раствор .

Зависимость коэффициентов распределения 
и степени извлечения иммунодепрессантов в систе-
мах растворитель — дибутилфталат — высалива-
тель с разной концентрацией ДБФ приведена на 
рис . Видно, что с повышением концентрации ди-
бутилфталата в экстрагентах закономерно возрас-
тают коэффициенты распределения . Это объясня-
ется образованием легкорастворимых в экстраген-
тах и практически нерастворимых в воде молеку-
лярных комплексов иммунодепрессантов с диал-
килфталатами .

Для извлечения иммунодепрессантов примене-
ны такие водорастворимые полимеры, как ПАА, 
ПАК и ПВФ, характеризующиеся повышенной 
комплексообразующей способностью по отноше-
нию ко многим соединениям [15] . Полимеры успеш-
но применяют для извлечения из водных растворов 
гидратированных комплексов металлов и других 
веществ [16] . Двухфазные водные системы на ос-
нове полимеров наиболее полно отвечают требова-
ниям, предъявляемым к экстракционным системам .

С целью выбора оптимального содержания по-
лимеров в системе изучена экстракция в широком 
диапазоне их концентраций 1—10 мас . % (табл . 2) . 
Полученные результаты показывают, что макси-
мальные коэффициенты распределения достигают-
ся при содержании полимеров в растворе с концен-
трацией ~ 10 мас .% . Найдено, что при возрастании 
концентрации полимеров степень извлечения им-
мунодепрессантов практически не изменяется .

Комплексообразование в системах с полимера-
ми обусловлено образованием «сетки» связей 
в виде цепеподобных «мостиков» — ассоциатов 
между n-атомами 6-меркаптопурина (азатиоприна) 
и функциональными группами полимера [15, 17] .

Таблица 1. Коэффициенты распределения и степень извлечения иммунодепрессантов в системах со спиртами 
и алкилацетатами, высаливатель — (nH4)2SO4

Экстрагент
D R, % D R,%

6-Меркаптопурин Азатиоприн

Н-пропиловый спирт 28 .4±2 .5 74 .0 29 .7±2 .3 74 .8

Н-бутиловый спирт 24 .2±1 .7 70 .7 25 .4±1 .9 71 .8

Н-пентиловый спирт 15 .5±1 .2 60 .5 18 .5±1 .5 65 .9

Этилацетат 59 .9±3 .3 85 .9 62 .4±3 .8 86 .2

Н-бутилацетат 44 .8±2,8 81 .8 54 .3±3 .1 84 .4

Н-пентилацетат 35 .1±2,8 77 .8 47 .2±2 .6 82 .5
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Рис. Зависимость  коэффициентов распределения (I) и степени извлече-

ния (II) иммунодепрессантов от концентрации дибутилфталата  в  
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Рис. Зависимость коэффициентов распределения (I) и степени извлечения (II) иммуноде-
прессантов от концентрации дибутилфталата в н-пропиловом спирте (1, 2) и в этилацета-

те (3, 4)
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Таблица 2. Степень извлечения 6-меркаптопурина и азатиоприна при экстракции растворами полимеров разных 
концентраций, высаливатель — (nH4)2SO4

Иммунодепрессант

Полимер, мас . %

1 .0 2 .0 5 .0 7 .0 10 .0

полиакриламид

6-Меркаптопурин 50 .9 58 .3 65 .3 71 .2 72 .4

Азатиоприн 48 .6 53 .1 60 .9 64 .4 66 .4

полиакриловая кислота

6-Меркаптопурин 55 .2 61 .3 69 .9 76 .7 81 .9

Азатиоприн 51 .1 57 .6 61 .2 69 .4 72 .3

поливинилформамид

6-Меркаптопурин 56 .7 62 .6 72 .4 80 .5 82 .6

Азатиоприн 52 .6 60 .1 69 .8 75 .4 79 .7

Установлено, что степень извлечения иммуно-
депрессантов из водных растворов алкилацетата-
ми и полимером ПВФ после первой экстракции 
практически одинакова . Повторная экстракция 

повышает степень извлечения в присутствии ПВФ 
до 95 % [15] . Воспроизводимость полученных 
данных проверена методом «введено–найдено» 
(табл . 3) .

Таблица 3. Определение меркаптопурина и азатиоприна в водных растворах n=3, P=0 .95

Иммунодепрессант Введено, мг Найдено, мг Стандартное отклонение, 
Sr

6-Меркаптопурин

 0 .05  0 .04±0 .01 0 .08

 1 .00  0 .85±0 .26 0 .08

 2 .00  1 .87±0 .54 0 .12

 10 .0  9 .8±0 .7 0 .10

 20 .0  19 .8±1 .2 0 .13

Азатиоприн

 0 .05  0 .04±0 .01 0 .08

 1 .00  0 .96±0 .22 0 .09

 2 .00  1 .91±0 .72 0 .15

 10 .0  9 .7±0 .6 0 .11

 20 .0  19 .6±1 .6 0 .12
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Различия в коэффициентах распределения 
и степени извлечения 6-меркаптопурина и азатио-
прина в одних и тех же экстракционных системах 
обусловлены различной растворимостью этих ве-
ществ в воде .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлена возможность практически полно-

го (~95 %-ного) извлечения иммунодепрессантов 
из водных растворов . Для экстракции иммуноде-
прессантов рекомендуются системы на основе 
водорастворимых полимеров вследствие их эколо-
гической безопасности и высокой комплексообра-
зующей способности по отношению к извлекае-
мым веществам . Разработанный способ легко вы-
полним, продолжительность анализа 30—40 мин . 
Минимально определяемые концентрации имму-
нодепрессантов по предлагаемой методике нахо-
дятся на уровне 0 .05 мг/см 3 . Степень извлечения 
иммунодепрессантов повышается при проведении 
повторной экстракции .

Работа выполнена при поддержке Минобрна-
уки России  в  рамках  государственного  задания 
ВУЗам в сфере научной деятельности на 2014—
2016 годы. Проект № 1296.
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