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Но-шпалгин – комплексное лекарственное средство спазмолитического и анальгезирующего действия, 
содержащее парацетамол, кодеина фосфат и дротаверина гидрохлорид. Научные статьи, посвященные 
одновременному обнаружению компонентов данного препарата в культуральной жидкости бактериаль-
ных культур, отсутствуют. В настоящей работе проведена идентификация парацетамола, кодеина фосфата, 
дротаверина гидрохлорида и продуктов их биологической деструкции при совместном присутствии в пост-
ферментационных культуральных средах родококков методом тонкослойной хроматографии. Разработан 
оптимальный состав системы растворителей, установлен наиболее эффективный способ детектирования 
и определены пределы обнаружения исследуемых веществ и продуктов их биодеструкции. Получена повто-
ряемость (сходимость) измерений коэффициентов их подвижности в оптимальных системах растворителей. 
Показана возможность использования разработанной методики в лабораторных условиях при изучении ме-
ханизмов разложения парацетамола, кодеина фосфата и дротаверина гидрохлорида, а также при разработке 
способов высокоэффективного удаления их из сточных вод.

Ключевые слова: Но-шпалгин, парацетамол, кодеина фосфат, дротаверина гидрохлорид, биологическая 
деструкция, актинобактерии рода Rhodococcus, тонкослойная хроматография

IDENTIFICATION OF NO-SPALGIN COMPLEX MEDICINE 
COMPONENTS AND PRODUCTS OF THEIR BIOLOGICAL DESTRUCTION 

IN RHODOCOCCUS CULTURE LIQUIDS
1Vikhareva E.V., 1Plotnikov A.N., 2Mukhutdinova A.N., 1Mishenina I.I., 

1Pospelova A.A., 1Tumilovich E.Y. 
1Perm State Pharmaceutical Academy, Perm, e-mail: vihareva@pfa.ru;

2Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Russian Academy of Sciences, 
Perm, e-mail: annamukhutdinova@yandex.ru
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Но-шпалгин – комбинированное лекар-
ственное средство, обладающее спазмоли-
тическим и анальгезирующим действием 
[4]. Широкое использование парацетамола, 
дротаверина гидрохлорида и кодеина фос-
фата, являющихся компонентами данного 
препарата, неизбежно приводит к попада-
нию их в окружающую среду. В послед-
нее время в почве и в водных источниках 
все чаще обнаруживаются лекарственные 
средства и их метаболиты. Попадающие 
в окружающую среду стабильные и биоак-

тивные фармполлютанты оказывают хро-
ническое воздействие на организм человека 
и способствуют нарушению экологическо-
го баланса [6, 9]. В ранее проведенных ис-
следованиях показано, что биохимическое 
превращение парацетамола, дротаверина 
гидрохлорида и кодеина фосфата с ис-
пользованием доминирующих в почвен-
ных микробиоценозах актинобактерий 
рода Rhodococcus сопровождается обра-
зованием устойчивых метаболитов [2, 3, 
5]. Следует отметить, что научные статьи, 
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посвященные одновременной идентифика-
ции парацетамола, кодеина и дротаверина 
в культуральной жидкости бактериаль-
ных культур, отсутствуют. Поиск условий 
идентификации данных веществ предпо-
лагает разработку методики качественного 
анализа препарата Но-шпалгин в процессе 
его биологической деструкции. 

Цель настоящего исследования – раз-
работка методики идентификации ком-
понентов комплексного лекарственного 
средства Но-шпалгин, а также продуктов 
их биологической деструкции в постфер-
ментационных культуральных средах ро-
дококков с использованием тонкослойной 
хроматографии.

Материалы и методы исследования
В работе использовали фармацевтические суб-

станции парацетамола (C8H9NO2, CAS: 103-90-2) 
(«Аньцю Луань Фармасьютикал Ко., Лтд.», Китай), 
кодеина фосфата (C18H21NO3,

 CAS: 76-57-3) («Алка-
либер С.А.», Испания), дротаверина гидрохлорида 
(C24Н31NO4, CAS: 985-12-6) (Ирбитский химико-фар-
мацевтический завод, Россия) и комплексный препа-
рат в виде готовой лекарственной формы (таблетки) 
Но-шпалгин (ЗАО «Хиноин», Будапешт, Венгрия), 
содержащий парацетамола 500 мг, дротаверина ги-
дрохлорида 40 мг, кодеина фосфата (в форме геми-
гидрата) 8 мг. 

Эксперименты по биодеструкции лекарствен-
ных средств проводили в колбах Эрленмейера, со-
держащих 100 мл минерально-солевой среды RS [5], 
в условиях периодического культивирования (160 об/
мин, 28 °С, pH 6,8) на орбитальной качалке Cetromat 
IS («Sartorius», Германия). Концентрации парацета-
мола, дротаверина гидрохлорида и кодеина фосфата 
составляли 200, 20 и 40 мг/л соответственно. В каче-
стве биодеструктора дротаверина гидрохлорида и ко-
деина фосфата использовали штамм R. rhodochrous 
ИЭГМ 647, парацетамола – штамм R. erythropolis 
ИЭГМ 767 из Региональной профилированной кол-
лекции алканотрофных микроорганизмов (акроним 
коллекции ИЭГМ, номер во Всемирной федерации 
коллекции культур 768, [8]) [2, 3, 5]. Для биоде-
струкции Но-шпалгина использовали ассоциацию 
обоих штаммов. Посевным материалом служили 
клетки R. rhodochrous ИЭГМ 647, предваритель-
но выращенные в присутствии низких концентра-
ций дротаверина (2 мг/л) и кодеина (4 мг/л). Клетки 
штамма R. erythropolis ИЭГМ 767 выращивали в при-
сутствии структурного аналога парацетамола – фе-
нола (1000 мг/л). Продолжительность процесса био-
деструкции парацетамола составила 20 сут, кодеина 
фосфата – 90 сут, дротаверина гидрохлорида – 25 сут, 
Но-шпалгина – 90 сут. В качестве контролей абиоти-
ческой деструкции использовали стерильный раствор 
соединений в среде RS.

Пробы культуральных жидкостей для аналитиче-
ских исследований (2 мл) в процессе биодеструкции 
лекарственных средств отбирали на 10 сут в случае 
парацетамола, на 15 сут – дротаверина гидрохлори-
да, 75 сут – кодеина фосфата и 30 сут – Но-шпалгина. 
Подготовку проб для анализа осуществляли по-
средством их центрифугирования при 10000 об/мин 
(MiniSpin Eppendorf, Германия) в течение 5 мин. Для 

хроматографического анализа дротаверина гидрохло-
рида использовали надосадочную жидкость (10 мкл), 
парацетамола и Но-шпалгина – осадок и надосадоч-
ную жидкость. В случае кодеина фосфата использо-
вали хлороформенный экстракт надосадочной жид-
кости (pH 8,0). 

При изучении хроматографической подвижно-
сти парацетамола и продуктов его биодеструкции 
исследовали 8 систем растворителей: 1П – хлоро-
форм-ацетон (9:1); 2П – хлороформ – ацетон (8:2); 
3П – гексан – этилацетат (85:15); 4П – диоксан – хлоро-
форм – ацетон – раствор аммиака 25 % (47,5:45:5:2,5); 
5П – этилацетат – спирт этиловый 95 % раствор амми-
ака 25 % (17:2:1); 6П – хлороформ – спирт этиловый 
95 % (7:3); 7П – толуол – ацетон – спирт этиловый 
95 % раствор аммиака 25 % (45:45:7,5:2,5); 8П – хло-
роформ – спирт этиловый 95 % (8:2). В отношении 
кодеина фосфата и продуктов его биодеструкции 
апробировали 6 систем растворителей: 1К – толуол-
ацетон-спирт этиловый 95 % раствор аммиака 25 % 
(45:45:7,5:2,5); 2К – толуол-спирт этиловый 95 % 
триэтиламин (9:1:1); 3К – этилацетат – спирт – эти-
ловый 95 % раствор аммиака 25 % (17:2:1); 4К – хлоро-
форм – н-бутанол – раствор аммиака 25 % (70:40:15); 
5К – хлороформ-спирт этиловый 95 % (9:1); 6К – 
хлороформ-спирт этиловый 95 % раствор аммиака 25 % 
(9,5:0,5:1); 7К – хлороформ-метанол-раствор аммиака 
25 % (9:0,9:0,1). Для разделения дротаверина гидрох-
лорида и продуктов его биодеструкции использовали 6 
составов подвижных фаз: 1Д – хлороформ – спирт эти-
ловый 95 % (80:20); 2Д – бензол – метанол – раствор ам-
миака 25 % (20:4:0,1); 3Д – бензол-спирт этиловый 95 % 
раствор аммиака 25 % (80:10:0,1); 4Д – хлороформ – 
спирт этиловый 95 % ацетон (80:20:10); 5Д – хлоро-
форм – спирт этиловый 95 % ацетон (80:10:5); 6Д – то-
луол – ацетон – спирт этиловый 95 % раствор аммиака 
25 % (45:45:7,5:2,5).

Хроматографирование проводили на пластинах 
«Сорбфил» ПТСХ-АФ-А-УФ (ЗАО «Сорбполимер», 
Россия). Детекцию веществ осуществляли УФ об-
лучением при длинах волн 254 и 365 нм, а также об-
работкой парами йода и реактивами Фреде, Эрдмана, 
Зонненшейна, Марки, Драгендорфа [1]. В качестве 
свидетелей лекарственных средств использовали 
растворы парацетамола 0,2 %, дротаверина гидрох-
лорида 0,002 % и кодеина фосфата 0,004 % в среде 
RS. Свидетелями продуктов разложения парацета-
мола являлись спиртовые растворы п-аминофенола, 
гидрохинона, бензохинона и пирокатехина (Merck, 
Германия), а продуктов биодеструкции дротавери-
на гидрохлорида – спиртовые растворы 3,4-диэток-
сибензальдегида и 3,4-диэтоксибензойной кислоты 
(Merck, Германия).

Результаты исследования 
и их обсуждение

По нашим данным, наиболее эффектив-
ное разделение парацетамола и продуктов 
его биодеструкции наблюдалось в системах 
1П, 7П и 8П (табл. 1).

Наиболее чувствительным детектором 
парацетамола и его метаболитов являлся 
УФ свет при длине волны 365 нм (предел 
обнаружения парацетамола УФ светом в си-
стеме 8П – 2,5 мкг/мкл, при обработке пара-
ми йода – 5 мкг/мкл).
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Таблица 1
Значения величин Rf×100 парацетамола и продуктов его биодеструкции 

в культуральной среде R. erythropolis ИЭГМ 767

Исследуемые вещества Система растворителей
1П 2П 3П 4П 5П 6П 7П 8П

Парацетамол 18 33 41 63 78 74 51 55
п-Аминофенол 16 34 38 71 81 82 53 51
Гидрохинон 59 63 49 83 94 77 69 60
Бензохинон 46 66 57 – 82 82 64 58
Пирокатехин 43 – 68 83 84 82 61 73
Неидентифицированный 
продукт биодеструкции 29 12 – – – – 11 81

П р и м е ч а н и е .  «–» зона вещества не обнаружена.

Эффективное разделение кодеина фосфа-
та и продуктов его биодеструкции наблюда-
лось в системах 1К, 3К, 7К (табл. 2). Предел 
обнаружения кодеина фосфата в данных си-
стемах: при облучении УФ светом с длиной 
волны 365 нм – 1 мкг/мл, при обработке па-
рами йода – 2 мкг/мл, при обработке реак-
тивом Драгендорфа – 0,5 мкг/мл. Несмотря 
на высокую чувствительность в отношении 
кодеина, реактив Драгендорфа не позволяет 
идентифицировать большинство продуктов 
биодеструкции данного вещества. Поэтому 
рациональным является использование ком-

бинированного детектирования: облучение 
УФ светом при длине волны 365 нм с по-
следующей обработкой пластин реактивом 
Драгендорфа. Поскольку система 7К по срав-
нению с системами 1К и 3К позволяет обна-
ружить наибольшее количество продуктов 
биодеструкции кодеина, два из которых, со-
гласно данным Lister D.L., Kanungo G. и др. 
[7], представляют собой 14-гидроксикодеинон 
(Rf×100 = 53) и дигидрокодеин (Rf×100 = 23), 
ее можно считать оптимальной для дальней-
шего изучения параметров удерживания коде-
ина и продуктов его биодеструкции. 

Таблица 2
Значения величин Rf×100 кодеина фосфата и продуктов его биодеструкции 

в культуральной среде R. rhodochrous ИЭГМ 647

Исследуемые вещества
Система растворителей

1К 2К 3К 4К 5К 6К 7К
Кодеина фосфат 34 44 23 63 28 44 36
Продукты биодеструкции 25 – 19; 41 – – – 15;23;29;53

П р и м е ч а н и е . «–» зона вещества не обнаружена.

Наиболее селективными системами, 
позволяющими разделить продукты биоде-

струкции дротаверина гидрохлорида, явля-
лись 1Д, 3Д и 6Д (табл. 3). 

Таблица 3
Значения величин Rf×100 дротаверина гидрохлорида и продуктов 
его биодеструкции в культуральной среде R. rhodochrous ИЭГМ 647 

Исследуемые вещества
Система растворителей

1Д 2Д 3Д 4Д 5Д 6Д
Дротаверина гидрохлорид 71 32 25 65 53 75
3,4-Диэтоксибензальдегид 80 – 78 – – –
3,4-Диэтоксибензойная кислота 90 – – – – 88
Неидентифицированный продукт биодеструкции – – – – – 80

П р и м е ч а н и е .  «–» зона вещества не обнаружена.
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Предел обнаружения дротаверина ги-
дрохлорида в данных системах составил 
2 мкг/мл при детектировании УФ светом 
(длина волны 365 нм), парами йода и ре-
активом Драгендорфа. Однако предпочти-
тельно использовать УФ свет, так как дан-
ный способ, в отличие от других, наряду 
с дротаверином позволяет обнаружить про-
дукты его биодеструкции.

Для определения парацетамола, дрота-
верина гидрохлорида и кодеина фосфата 

как компонентов препарата Но-шпалгин, 
а также продуктов их биологической де-
струкции в культуральных средах родо-
кокков использовали 3 системы раство-
рителей (табл. 4), выбранные в качестве 
оптимальных: 1Н – хлороформ – спирт 
этиловый 95 % (80:20); 2Н – этилацетат-
спирт этиловый 95 % раствор аммиака 
25 % (17:2:1); 3Н – толуол – ацетон – 
спирт этиловый 95 % раствор аммиака 
25 % (45:45:7,5:2,5). 

Таблица 4
Значения Rf×100 компонентов Но-шпалгина и продуктов их биодеструкции
в культуральных средах R. rhodochrous ИЭГМ 647 и R. erythropolis ИЭГМ 767

Объекты исследования

Подвижная фаза

1Н 2Н 3Н

Значения Rf×100 компонентов препарата Но-шпалгин и продуктов 
их биодеструкции

Парацетамол 55 78 51
Продукты биодеструкции 13, 58, 60, 73, 81 81, 82, 84, 94 11, 53, 64, 61, 69
Дротаверина гидрохлорид 51 13 75
Продукты биодеструкции 22 5, 88 5, 15, 90
Кодеина фосфат 32 23 34
Продукты биодеструкции – 19, 41 25, 43, 48, 71
Неидентифицированные 
продукты биодеструкции 
препарата Но-шпалгин

– – 80, 86

П р и м е ч а н и е .  «–» зона вещества не обнаружена.

По нашим данным, оптимальной си-
стемой для разделения компонентов пре-
парата Но-шпалгин и продуктов их био-
деструкции является система 3Н (табл. 5, 
рисунок). Детектор – УФ свет при длине 
волны 365 нм. Анализ продуктов биоде-
струкции парацетамола в данной систе-
ме растворителей позволил обнаружить, 
помимо парацетамола (Rf×100 = 51), 
п-аминофенол (Rf×100 = 53), бензохинон 
(Rf×100 = 64), гидрохинон (Rf×100 = 69) 
и два неидентифицированных вещества 
(Rf×100 = 61 и Rf×100 = 11). Среди продук-
тов биодеструкции дротаверина гидрохло-
рида, помимо дротаверина (Rf×100 = 75), 
обнаружены соединения: 3,4-диэтокси-
бензальдегид (Rf×100 = 90), 3,4-диэтокси-
бензойная кислота (Rf×100 = 5) и неиден-
тифицированное вещество (Rf×100 = 15). 
В качестве продуктов биодеструкции коде-
ина фосфата в культуральной жидкости ро-
дококков, помимо кодеина (Rf×100 = 34), 
присутствовало четыре неидентифициро-

ванных вещества с Rf×100: 25; 43; 48; 71. 
Кроме того, в культуральной среде обнару-
жены два неидентифицированных соеди-
нения с Rf×100: 80 и 86.

Хроматографическую подвижность па-
рацетамола, кодеина фосфата, дротаверина 
гидрохлорида и продуктов их биодеструк-
ции как таковых, а также при совместном 
присутствии в составе комплексного пре-
парата Но-шпалгин изучали в трехкратной 
повторности в выбранных оптимальных си-
стемах растворителей (табл. 5). Результаты 
параллельных определений считали сходи-
мыми (repeatability) при условии: 

│X1  Xn│ < L(P, m)∙S. [1].
Данные табл. 6 свидетельствуют о по-

вторяемости (сходимости) измерений ко-
эффициентов подвижности парацетамола, 
кодеина фосфата, дротаверина гидрохло-
рида, препарата Но-шпалгин и продуктов 
их биодеструкции в оптимальных системах 
растворителей.
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Хроматографическое поведение компонентов препарата Но-шпалгин и продуктов их 
биодеструкции в культуральных средах родококков в системе 3Н:

I – свидетели парацетамола и продуктов его биодеструкции: 1 – парацетамол; 2 – пирокатехин; 
3 – гидрохинон; 4 – бензохинон; 5 – п-аминофенол; II – свидетели дротаверина гидрохлорида 
и продуктов его биодеструкции: 6 – дротаверина гидрохлорид; 7 – 3;4-диэтоксибензальдегид;

8 – 3;4-диэтоксибензойная кислота; III – свидетель кодеина фосфата (9); 
IV – культуральная жидкость, содержащая Но-шпалгин и продукты его биодеструкции (10); 

* – неидентифицированные продукты биодеструкции (Rf×100: 11; 15; 25; 48; 80)

Таблица 5
Оценка повторяемости результатов параллельных определений коэффициентов 

подвижности компонентов препарата «Но-шпалгин» и продуктов их биодеструкции 

Исследуемые вещества
Метрологические характеристики (m = 3, Р = 95 %, L = 3,31)

X1 X2 X3 S L×S
1 2 3 4 5 6 7

Парацетамол и продукты биодеструкции, система 8П
Парацетамол 55 55 54 54,67 0,46 1,52
п-Аминофенол 51 50 52 51,00 1,0 3,31
Гидрохинон 60 59 59 59,33 0,96 3,18
Бензохинон 58 57 58 57,67 0,49 1,62
Пирокатехин 73 74 71 72,67 1,26 4,17
Неидентифицированный продукт 
биодеструкции 81 81 80 80,67 0,69 2,28

Кодеина фосфат и продукты биодеструкции, система 7К
Кодеина фосфат 36 36 36 36,0 0 0
14-Гидроксикодеинон 53 53 54 53,33 0,93 3,07
Продукт биодеструкции № 1 28 28 26 27,33 1,15 3,80
Дигидрокодеин 23 23 23 23,0 0 0
Продукт биодеструкции № 2 15 15 14 14,67 0,58 1,92

Дротаверина гидрохлорид и продукты биодеструкции, система 1Д
Дротаверина гидрохлорид 71 71 70 70,67 0,61 2,02
3,4-Диэтоксибензальдегид 91 90 89 90 1,0 3,31
3,4-Диэтоксибензойная кислота 80 80 79 79,67 0,68 2,25
Дротаверина гидрохлорид 71 71 70 70,67 0,61 2,02
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1 2 3 4 5 6 7
Препарат Но-шпалгин, система 3Н

Парацетамол 61 61 60 60,67 0,52 1,72
Кодеина фосфат 34 34 32 33,33 1,29 4,27
Дротаверина гидрохлорид 74 74 75 74,33 0,58 1,92

П р и м е ч а н и я :  Хn – экспериментально полученное значение Rf×100;  – среднее значение; 
S – стандартное отклонение; L – фактор, вычисленный по Пирсону L(P; m) при Р = 95 % [1].

Окончание табл. 6

Заключение
Установлены оптимальные условия 

идентификации парацетамола, дротавери-
на гидрохлорида, кодеина фосфата и про-
дуктов их биодеструкции в культуральных 
жидкостях родококков методом тонкослой-
ной хроматографии. Получена повторяе-
мость (сходимость) измерений коэффици-
ентов подвижности исследуемых веществ. 
Показана возможность использования раз-
работанной методики для идентификации 
компонентов комплексного лекарственного 
средства Но-шпалгин в культуральной жид-
кости родококков. Относительная простота 
и экспрессность методики обеспечивают ее 
использование в лабораторных условиях 
при изучении механизмов разложения ле-
карственных средств, а также при разработ-
ке способов высокоэффективного удаления 
их из сточных вод.
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