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Аннотация. Одним из важнейших направлений развития фармакологической науки является разра-
ботка и внедрение в клиническую практику лекарственных средств природного и синтетического про-
исхождения. Ярким представителем отечественных цитопротекторов является яблочнокислая соль 
3-гидрокси-6-метил-2-этилпиридина, запатентованная под торговым названием «Этоксидол». Он не 
уступает, а иногда и превосходит аналогичные препараты по своей фармакологической активности. В 
литературе найдена только одна работа, посвященная определению этоксидола в лекарственных пре-
паратах методом вольтамперометрии. Для его определения в плазме крови чувствительность недоста-
точна. Необходимо было разработать более чувствительный и селективный способ.  
Микроэмульсии часто используют в вариантах капиллярной электрокинетической хроматографии или 
пробоподготовке, но метод микроэмульсионной жидкостной хроматографии (МЭЖХ) столь широкого 
распространения не получил. Метод обладает определенными преимуществами перед ВЭЖХ. В дан-
ной работе осуществлено определение этоксидола в плазме крови методом высокоэффективной мик-
роэмульсионной хроматографии с флуориметрическим детектированием. К 300 мм3 плазмы добавляли 
300 мм3 микроэмульсии и тщательно перемешивали для осаждения белков плазмы. Добавление микро-
эмульсии позволяет предотвратить соосаждение этоксидола вместе с белками. Надосадочную жид-
кость отбирали и вводили в хроматограф. Степень извлечения контролировали хроматографически пу-
тем добавок известного количества этоксидола в экстракт из холостой плазмы. 
В мицеллярной среде вещества могут сольватироваться иначе, чем в водно-метанольных/ацетонит-
рильных растворах. Изменения в спектральных характеристиках веществ вызваны наличием в составе 
микроэмульсии масла, внедрение веществ в каплю которого приводит к спектральному сдвигу. При 
определении этоксидола выбраны длины волн возбуждения и детектирования λex 287 нм и λem 399 нм 
соответственно. Следует отдельно подчеркнуть, что микроэмульсия дополнительно позволяет стаби-
лизировать определяемые компоненты. Так, в случае определения этоксидола в плазме крови стандарт-
ные способы пробоподготовки (жидкостная и твердофазная экстракция, осаждение белков органиче-
скими растворителями, кислотами, ионами металлов) не привели к необходимому результату. В случае 
разбавления образца микроэмульсией извлечение было количественным. 
Калибровочная зависимость носила линейный характер в диапазоне концентраций 0.1-10 мг/дм3. Гра-
фик описывается линейным уравнением S=23.97C-1.257. Коэффициент корреляции R2=0.998. Предел 
обнаружения 50 мкг/дм3. Относительное стандартное отклонение S(r) составляет 0.08 (n=3). Таким об-
разом, предложен новый хроматографический метод определения этоксидола в плазме крови человека. 
Показано, что использование микроэмульсии в качестве элюента приводит к стабилизации препарата 
в растворах и значительному увеличению извлечения этоксидола из реальных образцов. 
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Abstract. One of the most important directions of the development of pharmacological science is the develop-
ment and introduction into clinical practice of medicines of natural and synthetic origin. A striking representa-
tive of domestic cytoprotectors is malic acid salt. 
3-hydroxy-6-methyl-2-ethylpyridine, patented under the trade name "Ethoxidol". It is not inferior, and some-
times surpasses similar drugs in its pharmacological activity. Only one work has been found in the literature 
devoted to the determination of ethoxidol in medicinal preparations by voltammetry. Sensitivity is not suffi-
cient for its determination in blood plasma. It was necessary to develop a more sensitive and selective method. 
Microemulsions are often used in variants of capillary electrokinetic chromatography or sample preparation, 
but the method of microemulsion liquid chromatography (MLC) has not been so widely used. The method has 
certain advantages over HPLC. In this work, the determination of ethoxidol in blood plasma was carried out 
by high-performance microemulsion chromatography with fluorimetric detection. 300 mm3 microemulsions 
were added to 300 mm3 of plasma and thoroughly mixed to precipitate plasma proteins. The addition of mi-
croemulsion prevents the co-deposition of ethoxidol together with proteins. The filler fluid was taken and in-
jected into a chromatograph. The degree of extraction was controlled chromatographically by adding a known 
amount of ethoxidol to the extract from the blank plasma. 
In a micellar medium, substances can be solvated differently than in aqueous methanol/acetonitrile solutions. 
Changes in the spectral characteristics of substances are caused by the presence of oil in the composition of the 
microemulsion, the introduction of substances into a drop of which leads to a spectral shift. When determining 
ethoxidol, the excitation and detection wavelengths of λex 287 nm and λem 399 nm, respectively, were selected. 
It should be emphasized separately that the microemulsion additionally allows you to stabilize the components 
being determined. Thus, in the case of determination of ethoxidol in blood plasma, standard methods of sample 
preparation (liquid and solid-phase extraction, precipitation of proteins with organic solvents, acids, metal ions) 
did not lead to the desired result. In the case of dilution of the sample with microemulsion, the extraction was 
quantitative. 
The calibration dependence was linear in the concentration range 0.1-10 mg/dm3. The graph is described by 
the linear equation S=23.97C-1.257. The correlation coefficient R2=0.998. The detection limit is 50 mi-
crograms/dm3. The relative standard deviation of S(r) is 0.08 (n=3). Thus, a new chromatographic method for 
determining ethoxidol in human blood plasma is proposed. It is shown that the use of microemulsion as an 
eluent leads to the stabilization of the drug in solutions and a significant increase in the extraction of ethoxidol 
from real samples. 
Keywords: ethoxidol, microemulsion liquid chromatography. 
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Введение 
Одним из важнейших направлений 

развития фармакологической науки явля-

ется разработка и внедрение в клиниче-
скую практику лекарственных средств 
природного и синтетического происхож-
дения. Перспективными являются так 
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называемые «препараты метаболиче-
ского типа действия». Эта группа объеди-
няет средства, способные нормализовы-
вать энергетический обмен в клетках, ре-
гулировать кислотно-щелочное равнове-
сие, а также контролировать процессы 
перекисного окисления липидов. Основ-
ным итогом такого фармакологического 
воздействия оказывается универсальная 
цитопротекция, позволяющая уменьшить 
размер и степень повреждения тканей 
различных органов.  

Ярким представителем данной группы 
лекарственных средств является яблоч-
нокислая соль 3-гидрокси-6-метил-2-
этилпиридина, запатентованная под 
названием «Этоксидол» (рис. 1). Пер-
спективной областью применения этого 
препарата является кардиология, дока-
зана его антиишемическая и антиаритми-
ческая активность, способность снижать 
токсичность противоаритмических 
средств, а также выявлены стресс-протек-
торные свойства. Этоксидол не уступает, 
а иногда и превосходит аналогичные пре-
параты по своей фармакологической ак-
тивности.  

В литературе найдено только одна ра-
бота, посвященная определению этокси-
дола в лекарственных препаратах мето-
дом вольтамперометрии [1]. Предел об-
наружения составил 1.9 мМ (около 
270 мг/дм3). Для определения этоксидола 
в плазме крови необходимо было разра-
ботать более чувствительный и селектив-
ный способ.  

Использовать микроэмульсии в каче-
стве подвижной фазы для жидкостной 
хроматографии было предложено в 1992 
году [2]. Микроэмульсии часто исполь-
зуют в вариантах капиллярной электро-

кинетической хроматографии или пробо-
подготовке [3-6], но метод микроэмуль-
сионной жидкостной хроматографии 
(МЭЖХ) столь широкого распростране-
ния не получил. Метод обладает опреде-
ленными преимуществами перед ВЭЖХ 
[7-9]. В данной работе осуществлено 
определение этоксидола в плазме крови 
методом высокоэффективной микро-
эмульсионной хроматографии с флуори-
метрическим детектированием.  

Экспериментальная часть 
Анализ проводили на жидкостном 

хроматографе Vanquish Flex (Thermo Sci-
entific, США) с флюоресцентным 
детектором (λex 297 нм, λem 399 нм). 
Спектры поглощения и флюоресценции 
этоксидола в среде микроэмульсии 
приведены на рис. 1. Колонка Phenom-
enex Gemini, 250х4.6 мм. Температура 
элюента 40оС. Элюирование проводили в 
изократическом режиме микроэмульсией 
следующего состава: 3.3% додецил-
сульфата натрия (ДДСН), 0.8% н-гептана, 
8% н-бутанола. Скорость потока 
подвижной фазы 0.5 см3/мин. Объем 
вводимой пробы – 20 мкл. 

К 300 мм3 плазмы добавляли 300 мм3 
микроэмульсии и тщательно 
перемешивали для осаждения белков 
плазмы. Добавление микроэмульсии 
позволяет предотвратить соосаждение 
этоксидола вместе с белками. Смесь 
центрифугировали в течение 5 минут при 
16000 об/мин. Надосадочную жидкость 
отбирали и вводили в хроматограф. 
Степень извлечения контролировали 
хроматографически путем добавок 
известного количества этоксидола в 
экстракт из бланковой плазмы. 

 
Рис. 1. Химическая формула этоксидола. 

Fig. 1. Chemical formula of ethoxidol. 
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В работе использовали следующие ре-
активы: додецилсульфат натрия (Panreac, 
Испания), н-бутанол (Panreac, Испания), 
н-гептан (Panreac, Испания). Этоксидол 
(>99%) предоставлен ООО «Бион» (Рос-
сия). Для приготовления микроэмульсий 
навеску додецилсульфата натрия (ДДСН) 
растворяли в точно измеренном количе-
стве дистиллированной воды на ультра-
звуковой бане. К раствору добавляли не-
обходимое количество гептана и снова 
перемешивали на ультразвуковой бане 
около 2 минут. К смеси добавляли н-бу-
танол и выдерживали на ультразвуковой 
бане при 45оС до образования микро-
эмульсии (примерно 1 минута). Для при-
готовления стандартных растворов 
навеску вещества помещали в колбу объ-
емом 25 см3, добавляли туда 20 см3 мик-
роэмульсии, перемешивали на ультразву-
ковой бане до полного растворения, 
объем доводили до метки микроэмуль-
сией и еще раз тщательно перемешивали. 
Полученные растворы хранили при 4°С в 
течение месяца. Разбавленные растворы, 
вносимые в плазму для получения граду-
ировочных образцов, готовили еже-
дневно. 

Обсуждение результатов 
В мицеллярной среде вещества могут 

сольватироваться иначе, чем в водно-ме-
танольных/ацетонитрильных растворах. 

Изменения в спектральных характери-
стиках веществ вызваны наличием в со-
ставе микроэмульсии масла, внедрение 
веществ в каплю которого приводит к 
спектральному сдвигу. При изучении 
флюоресцентных свойств ряда веществ в 
водно-органических и микроэмульсион-
ных средах нами было установлено [8,9], 
что при помещении вещества в микро-
эмульсионную среду интенсивность флу-
оресценции увеличивается и максимум в 
спектре флюоресценции может сдви-
гаться на величину вплоть до нескольких 
десятков нанометров (рис. 2). Если изна-
чально в спектре было несколько макси-
мумов, то их соотношение может изме-
ниться и часто максимум, лежащий в ко-
ротковолновой области, пропадает. При 
изменении концентрации масла в составе 
микроэмульсии спектры поглощения и 
флюоресценции существенно не изменя-
ются. При выборе длин волн детектиро-
вания необходимо учитывать уровень фо-
нового сигнала. При определении этокси-
дола нами выбраны длины волн возбуж-
дения и детектирования λex 287 нм и λem 
399 нм соответственно. В этих условиях 
достигнут предел обнаружения 
50 мкг/дм3. Для сравнения, предел обна-
ружения при λex 287 нм и λem 345 нм со-
ставляет 200 мкг/дм3. Это дает возмож-

 
Рис.2. Спектры флуоресценции этоксидола в различных средах. 

Концентрация этоксидола 50 мг/дм3. 
Fig. 2. Fluorescence spectra of ethoxidol in various media. 

The concentration of ethoxidol is 50 mg/dm3. 
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ность во многих случаях избежать слож-
ной и длительной процедуры пробопод-
готовки, либо упростить ее. Это в свою 
очередь позволяет ускорить анализ и из-
бежать погрешностей анализа, неиз-
бежно возникающих на стадии пробопод-
готовки. 

Пробоподготовка биологических об-
разцов путем разбавления их микро-
эмульсией имеет ряд дополнительных 
преимуществ. Белки пробы успешно оса-
ждаются, все оставшиеся в растворе ком-
поненты пробы вводятся в прибор, что, 
как было указано выше, позволяет избе-
жать потерь, неизбежных на стадии про-
боподготовки. Следует отдельно под-
черкнуть, что микроэмульсия может до-
полнительно стабилизировать определяе-
мые компоненты. Так, в случае определе-
ния этоксидола в плазме крови стандарт-
ные способы пробоподготовки (жидкост-
ная и твердофазная экстракция, осажде-
ние белков органическими растворите-
лями, кислотами, ионами металлов) не 
привели к необходимому результату. 
Этоксидол в образце после пробоподго-
товки обнаружить не удалось. Тем не ме-
нее, в случае разбавления образца микро-
эмульсией извлечение было количествен-
ным (табл. 1). Хроматограмма образца 
плазмы крови, содержащей этоксидол, 
представлена на рис. 3. 

Было высказано предположение, что 
этоксидол при обычных способах 
осаждения белков сорбируется на них. 
Для проверки этой гипотезы модельный 
раствор этоксидола с концентрацией 10 
мг/дм3 добавляли к образцу цельной 
крови и проводили осаждение матричных 
компонентов. Уже через 5 минут 
концентрация определяемого соединения 
в надосадочной жидкости (плазме) упала 
ниже предела обнаружения. В случае 
внесения этоксидола в кровь и осаждении 
микроэмульсией, его концентрация 
оставалась постоянной в плазме в 
течение как минимум 15 минут (рис. 4). 
Это позволяет сделать вывод, что 
микроэмульсия в данном случае 
выполняет стабилизирующую функцию, 
предотвращая соосаждение/метаболизм 
этоксидола. 

Количественное определение прово-
дили методом добавок. Калибровочную 
кривую получали в результате анализа 
проб плазмы с добавлением известных 
количеств этоксидола. Калибровочная 
зависимость носила линейный характер в 
диапазоне концентраций 0.1-10 мг/дм3. 
График описывается линейным 
уравнением S=23.97C-1.257. Коэффи-
циент корреляции R2=0.998. Предел 

Таблица 1. Степень извлечения этоксидола из плазмы крови человека при различных вари-
антах пробоподготовки. Степень извлечения рассчитана по методу «введено-найдено» 
(n=3, P=0.05) 
Table 1. The degree of extraction of ethoxidol from human blood plasma in various sample prep-
aration options. The degree of extraction is calculated by the method "entered-found" (n=3, 
P=0.05) 

 Способ пробоподготовки Степень 
извлечения, % 

1 Осаждение белков (Cu2+, Zn2+, органические растворители, не-
органические кислоты) 0 

3 Осаждение метанолом или ацетонитрилом в соотношениии 
1:10 0 

4 Разбавление образца микроэмульсией в соотношении 1:10 100±2 

5 *Разбавление образца микроэмульсией в соотношении 1:2 с 
последующим осаждением белков Cu2+ (0.1 М) 95±3 

*По сравнению со схемой 4, уровень фонового сигнала на хроматограмме был в 5 раз выше.  
«0» – этоксидол не обнаружен в растворе. 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 4. С. 570-577. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 4. pp. 570-577. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

575  

обнаружения 50 мкг/дм3. Относительное 
стандартное отклонение S(r) составляет 
0.08 (n=3). 

Для исследования стабильности 
препарата в плазме в два образца чистой 
плазмы, разбавленной микроэмульсией, 
вносили этоксидол в концентрации 
0.5 мг/дм3. Первый образец подвергли 

трем циклам заморозки-разморозки, 
отбирая аликвоту и определяя 
содержание этоксидола в образце после 
каждого цикла; второй образец хранили в 
течение 2-х суток при комнатной 
температуре. Результаты экспериментов 
представлены в табл. 2. 

 

  
Рис. 3. Хроматограммы плазмы крови че-

ловека. а – чистая плазма (холостой опыт), б 
– плазма, содержащая 1 мг/дм3 этоксидола 
(Пик 1 – этоксидол). Колонка: Gemini C18 
250×4.6 мм. Элюент: 3.3% ДДСН, 0.8% n-
гептан, 8% n-бутанол. Флуориметрическое 

детектирование при, λex/λem 287/399 нм. 
 
 

Fig. 3. Chromatograms of human blood 
plasma. а – pure plasma (idle experiment), 

b – plasma containing 1 mg/dm3 of ethoxidol 
(Peak 1 – ethoxidol). Column: Gemini C18 
250×4.6 mm. Eluent: 3.3% DDSN, 0.8%  

n-heptane, 8% n-butanol. Fluorimetric detection 
at, λex/λem 287/399 nm. 

Рис. 4. Стабильность этоксидола в плазме 
крови (полученный аналитический сигнал на 

хроматограмме) через время введения до-
бавки этоксидола цельную кровь. 

1 – плазма, осажденная микроэмульсией (со-
отношение плазма:МЭ  = 1:10), 2 – плазма, 

осажденная метанолом (соотношение 
плазма:метанол = 1:10). Концентрация вве-

денного этоксидола 10 мг/дм3. 
Fig. 4. Stability of ethoxidol in blood plasma 

(the obtained analytical signal on the chromato-
gram) after the time of administration of ethox-
idol to whole blood. 1 – plasma deposited by 

micro-emulsion (plasma-ma ratio:ME = 1:10), 2 
– plasma saturated with methanol (plasma ra-
tio:methanol = 1:10). The concentration of the 

injected ethoxidol 
is 10 mg/dm3. 

Таблица 2. Стабильность этоксидола в плазме крови. Добавка этоксидола в пробы 0.5 мг/дм3. 
Table 2. Stability of ethoxidol in blood plasma. The addition of ethoxidol in samples of 0.5 mg/dm3. 

Образец № 1 (стабильность при размораживании и повторном замораживании). 
№ цикла Найдено этоксидола, мг/дм3 

1 0.49 
2 0.50 
3 0.50 

Образец № 2 (стабильность хранения при комнатной температуре) 
Длительность хранения, ч Найдено этоксидола, мг/дм3 

8 0.50 
24 0.48 
32 0.43 
48 0.24 
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Заключение 
Таким образом, предложен новый 

хроматографический метод определения 
этоксидола в плазме крови человека. 
Показано, что использование 
микроэмульсии в качестве элюента 
приводит к стабилизации препарата в 
растворах и значительному увеличению 

извлечения этоксидола из реальных 
образцов.  
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