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Цель – изучение изолирования ставудина из биологических жидкостей (моча, плазма крови). 
Материалы и методы. Объекты исследования: субстанция и таблетки ставудина по 30 мг. Реактивы: вода 

очищенная, хлороформ, этилацетат, дихлорметан, эфир, гептан, толуол, ацетон, спирт этиловый 95%, хлористово-
дородной кислоты раствор 0,1 М, аммония гидроксида раствор 10%, растворы натрия сульфата 5%, натрия сульфата 
насыщенный, натрия хлорида 20%, натрия хлорида насыщенный, аммония сульфата 20%, аммония сульфата 
насыщенный. Универсальный иономер ИТ-1101. Ставудин изолировали методом жидкость-жидкостной экстрак-
ции (ЖЖЭ). Для обнаружения и количественного определения ставудина использовали хроматографию в тонком 
слое сорбента (ТСХ) и УФ – спектрофотометрию. Статистическую обработку данных проводили с использованием 
пакета программ для Windows XP (Microsoft Excel) и с применением t-критерия Стьюдента. 

Результаты. При использовании тонкослойной хроматографии для идентификации ставудина было выявле-
но, что значение Rf пятен извлечений ставудина из биологического материала соответствовало интервалу значе-
ний Rf 0,67-0,69. Значение Rf пятна стандартного образца свидетеля ставудина соответствовало (0,68±0,01). Изуче-
ние стабильности показало, что раствор ставудина стабилен в хлористоводородной кислоте растворе 0,1 М, в кото-
ром спектр поглощения ставудина характеризуется максимумами поглощения при длинах волн 209±1 и 267±1 нм. 
В качестве аналитической длины волны для количественного определения ставудина выбрана длина волны 
267±1 нм. В ходе исследования были изучены различные факторы, влияющие на степень извлечения ставудина из 
водных растворов. Экстрагент – этилацетат, рН 3, электролит – раствор аммония сульфата насыщенный. Время 
экстракции – 7 минут, двукратно.  

Заключение. Разработаны методики идентификации и количественного определения ставудина в извлече-
ниях из мочи и плазмы крови методами ТСХ и УФ-спектрофотометрии. Разработаны методики изолирования ста-
вудина из мочи и плазмы крови с использованием метода жидкость-жидкостной экстракции (93,33±2,02%; 
89,77±2,02% соответственно). 

Ключевые слова: ставудин; изолирование; жидкость-жидкостная экстракция; биологические жидкости. 
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Ставудин (2',3'-дидегидро-2',3'-дидеоксити-
мидин) – это антиретровирусное лекарственное 
средство, ингибитор обратной транскриптазы 
ВИЧ, используется для профилактики и лечения 
ВИЧ/СПИДа [1, 7, 8, 9, 19]. Ставудин включен 
ВОЗ в перечень важнейших лекарственных пре-
паратов.  

По химической структуре ставудин относит-
ся к аналогам тимидина. Растворяется в воде 

1:200 с образованием бесцветного коллоидного 
раствора, а также растворяется в хлороформе, 
этилацетате, дихлорметане, эфире, гептане. 

Структурная формула ставудина представ-
лена на рисунке 1. 

Брутто формула ставудина – C10H12N2O4, мо-
лярная масса – 224,213 г/моль. 

 

Рис. 1. Структурная формула ставудина. 

Fig. 1. Structural formula of Stavudine. 
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Данное соединение хорошо всасывается при 
приеме внутрь. В неизменном виде выводится 
почками около 30% [6, 15, 16, 17, 18]. 

Ставудин назначается в комплексной тера-
пии длительное время (часто пожизненно), в 
связи, с чем возникает риск развития острых и 
хронических отравлений [10, 11, 20, 22, 23]. Од-
ним из наиболее серьезных побочных эффектов 
ставудина является периферическая невропатия. 
Острые отравления могут быть связаны с несо-
блюдением режима дозирования (непреднаме-
ренное отравление), специальным потреблени-
ем повышенных доз препарата (преднамерен-
ный суицид), а также отравление может быть 
генетически обусловлено (генетические откло-
нения в системе цитохрома Р450) [3, 6]. 

Вопросы, связанные с химико-
токсикологическим анализом данного препара-
та изучены недостаточно.  

Цель настоящего исследования – изучение 
изолирования ставудина из биологических 
жидкостей (моча, плазма крови). 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Объектами исследования являлись субстан-

ция и таблетки ставудина по 30 мг, отвечающие 
требованиям ФС 42-12774-03, ФС 42-13920-05. Для 
выбора условий изолирования ставудина из 
биоматериала методом жидкость-жидкостной 
экстракции (ЖЖЭ) изучили влияние 6 органи-
ческих растворителей и 6 электролитов. 

Для этого готовили раствор ставудина (0,03 г 
субстанции растворяли в 1 мл воды), именяли 
значение рН от 1 до 10, используя хлористово-
дородной кислоты раствор 0,1 М и аммония 
гидроксида раствор 10%. Контроль величины рН 
осуществляли с помощью универсального ио-
номера ИТ-1101. 

В качестве биомоделей использовали мочу и 
плазму крови здоровых добровольцев. Приго-
товление биомоделей осуществляли путем до-
бавления раствора таблеток ставудина (0,6, 0,9 и 
1,8 г вещества соответственно в 15 мл воды 
очищенной) к 35 мл мочи или 10 мл плазмы 
крови соответственно. Выдерживали растворы 
течение суток при периодическом взбалтыва-
нии на приборе Шейкер S-3.08L (фирмы ELMI), 
после чего 1 мл биообразца доводили до рН 3 
хлористоводородной кислоты раствором 0,1 М, 
вносили 1 мл спирта этилового 75%, 1 мл элек-
тролита – аммония сульфата насыщенного. 
Изолирование проводили этилацетатом дважды 
по 7 минут.  

Объединенные извлечения хроматографи-
ровали методом тонкослойной хроматографии 
(пластинки Сорбфил ПТСХ-АФ-В-УФ, подвиж-

ная фаза толуол-ацетон-аммиака раствор кон-
центрированный 25% (50:50:1)) Детекцию пятен 
проводили путем облучения пластины  
УФ-светом (длина волны 254 нм). 

Идентификацию ставудина в извлечениях 
осуществляли по УФ-спектру (прибор СФ-2000, 
толщина слоя 10 мм, растворитель – хлористо-
водородной кислоты раствор 0,1 М, диапазон 
длин волн 220-400 нм).  

Количественную оценку ставудина в извле-
чениях проводили спектрофотометрически 
(длина волны 267 нм [4], толщина слоя 10 мм, 
растворитель – хлористоводородной кислоты 
раствор 0,1 М, концентрация раствора рабочего 
стандартного образца (РСО) ставудина 
24 мкг/мл. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 
Идентификация ставудина после изолиро-

вания методом ТСХ показала, что значение Rf 
пятен извлечений ставудина из биоматериала 
соответствовало интервалу значений 0,67-0,69. 
Значение Rf пятна стандартного образца свиде-
теля ставудина соответствовало (0,68±0,01). 

Для идентификации ставудина методом 
спектрофотометрии сравнивали УФ-спектры из-
влечений ставудина из биоматериала с УФ-
спектром рабочего стандартного образца (РСО) 
ставудина. УФ-спектр поглощения РСО ста-
вудина представлен на рис. 2. Видно, что в зави-
симости от рН среды оптические свойства рас-
творов ставудина не изменяются. Изучение ста-
бильности растворов в течение суток показало, 
что раствор ставудина стабилен в хлористоводо-
родной кислоты растворе 0,1 М. Характер спек-
тра поглощения и максимумы поглощения ста-
вудина, извлеченного из биоматериала (209 и 
267 нм), совпадал с этими же показателями РСО 
ставудина.  

В качестве аналитической длины волны для 
количественного определения ставудина вы-
брана длина волны 267±1 нм. 

С целью разработки методики изолирования 
ставудина из биологических жидкостей прово-
дили ЖЖЭ с учетом влияния различных факто-
ров [5, 6, 12, 13, 21]. Было изучено изолирование 
ставудина хлороформом, этилацетатом, ди-
хлорметаном, эфиром, гептаном при рН от 1 до 
10. Результаты влияния различных экстрагентов 
и рН среды на полноту экстракции ставудина 
графически представлены на рисунке 3. 

Экспериментально установлено, что 
наибольшей изолирующей способностью обла-
дает этилацетат при значении рН 3, степень из-
влечения составляет 50,4%. 
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Рис. 2. УФ спектр 0,0016% раствора ставудина при различных рН.  
Примечание: 1 – рН=13,0; 2 – рН=7,5; 3 – рН=6,1; 4 – рН=1,1. 

Fig. 2. UV spectrum of 0.0016% Stavudine solution at different pH.  
Note: 1 – рН=13.0; 2 – рН=7.5; 3 – рН=6.1; 4 – рН=1.1. 
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Рис. 3. График зависимости степени извлечения ставудина из растворов от значения рН и органиче-

ского растворителя. 

Fig. 3. Graph of the dependence of the degree of Stavudine extraction from solutions on the pH and organic solvent. 
 

Для более полного перевода ставудина из 
водного раствора в органическую фазу использо-
вали различные электролиты. Результаты влия-
ния электролитов на полноту экстракции ста-
вудина графически представлены на рисунке 4. 

Наибольшее высаливающее действие проис-
ходит при добавлении (NH4)2SO4 насыщенного, 
степень извлечения при этом составляет 68,4%. 

 Следующим этапом проведения экспери-
мента является изучение влияния времени и 
кратности экстракции на степень извлечения 
действующего вещества. Результаты представ-
лены в таблицах 1 и 2. 

Видно, что степень экстракции ставудина из 
водного раствора составила 95,0±2,5% при дву-
кратном экстрагировании этилацетатом (рН 3) и 
добавлении электролита – (NH4)2SO4 насыщен-
ного в течение 7 минут. 

Согласно полученным результатам была 
разработана методика изолирования ставудина 
из биологических жидкостей (моча и плазма 
крови). Степень экстракции ставудина из био- 
моделей мочи и плазмы крови оценивали мето-
дом УФ-спектрофотометрии. Статистически об-
работанные результаты представлены в табли-
цах 3 и 4. 
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 NaCl, 20%   NaCl,   
  насыщенный 
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насыщенный 

saturated 
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Рис. 4. График зависимости степени извлечения ставудина из растворов от электролитов. 

Fig. 4. Graph of the dependence of the degree of Stavudine extraction from solutions on electrolytes. 
 

Таблица 1 
Table 1 

Результаты влияния времени экстрагирования на степень изолирования ставудина 
Results of the effect of extraction time on the degree of isolation of Stavudine 

Время, мин 
Time, min 

3 5 7 

Степень извлечения этилацетатом, % 
The degree of extraction by ethyl acetate , % 68.4±1.6 80.9±2.3 81.5±2.4 

 
Таблица 2 

Table 2 
Результаты влияния кратности экстрагирования на степень изолирования ставудина 

Results of the influence of the extraction multiplicity on the degree of isolation of Stavudine 

Кратность 
Multiplicity 

Однократная 
Single 

Двукратная 
Double 

Трехкратная 
Threefold 

Степень извлечения этилацетатом, % 
The degree of extraction by ethyl acetate, % 

81.5±2.4 95.0±2.5 94.9±2.3 

 
Таблица 3 

Table 3 
Результаты изолирования ставудина из модельного образца мочи методом УФ-спектрофотомерии 

Results of isolation of Stavudine from a model urine sample by UV-spectrophotometry 

Добавлено исследуемого вещества, г 
Added test substance, g 

n f X̄ S2 S Sx ΔХ E, % CV 

0.6 6 5 94.45 2.71 1.65 0.67 1.36 1.44 0.71 
0.9 6 5 95.57 3.97 1.99 0.81 1.64 1.72 0.85 
1.8 6 5 89.97 13.93 3.73 1.52 3.07 3.40 1.69 

Примечание: здесь и далее: n – объем выборки, f – число степеней свободы, X̄ – среднее значение ре-
зультата, S2 – дисперсия, S – стандартное отклонение, Sx – стандартное отклонение среднего результата, 
ΔX – полуширина доверительного интервала величины, E, % – относительная ошибка среднего резуль-
тата, CV – коэффициент вариации [3]. 

Note: hereafter: n – sample size, f – number of degrees of freedom, X̄ – average result, S2 – dispersion, S – standard deviation, 
Sx – standard deviation of the average result, ΔX –half-width of the confidence interval of magnitude, E,% – relative error of the average 
result, CV – coefficient of variation [3]. 
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Таблица 4 
Table 4 

Результаты изолирования ставудина из модельного образца плазмы крови  
методом УФ-спектрофотомерии 

Results of isolation of Stavudine from a model blood plasma sample by UV-spectrophotometry 

Добавлено исследуемого вещества, г 
Added test substance, g 

n f Х̄  S2 S Sx ΔХ E, % CV 

0.6 6 5 92.58 4.72 2.17 0.89 1.78 1.92 0.96 
0.9 6 5 89.10 2.73 1.65 0.67 1.36 1.53 0.75 
1.8 6 5 87.63 12.57 3.55 1.45 2.92 3.33 1.65 

Из таблиц 3 и 4 видно, что в результате изо-
лирования из биомоделей мочи и плазмы крови 
извлекается 89,97-95,57 и 87,63-92,58% ставудина 
соответственно. Валидационная оценка [1, 14] 
разработанной методики изолирования ста-
вудина показала ее пригодность для химико-
токсикологического анализа (сходимость и 
внутрилабораторная воспроизводимость не пре-
вышали 5,4% для мочи; 5,7% для плазмы крови). 
Методика экспрессна и дает хорошо воспроиз-
водимые результаты. 

Таким образом, проведенные исследования 
показали, что условия изолирования ставудина 
из биожидкостей методом жидкость-
жидкостной экстракции следующие: органиче-
ский растворитель – этилацетат, рН 3, электро-
лит – раствор (NH4)2SO4 насыщенный, время –  
7 минут, двукратная экстракция. В биомоделях 
мочи и плазмы крови определили 93,33±2,02% и 
89,77±2,02 % ставудина соответственно. Разрабо-
танная методика может быть рекомендована для 
определения ставудина в биожидкостях орга-
низма в случае проведения химико-
токсикологического анализа. 
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD FOR ISOLATING STAVUDINE  
FROM BIOLOGICAL FLUIDS 

 
© Borodina D.A., Gonchikova Yu.A., Illarionova E.A, Mitina A.E. 

 
Irkutsk State Medical University (ISMU) 

1, Krasnogo Vosstaniya St., Irkutsk, Irkutsk Region, 664003, Russian Federation 
 

Objective – study of isolating Stavudine from biological fluids (urine, blood plasma).  
Materials and methods. Objects of research: substance and tablets of 30 mg Stavudine. Reagents: purified water, chlo-

roform, ethyl acetate, dichloromethane, ether, heptane, toluene, acetone, 95% ethyl alcohol, 0.1 M hydrochloric acid solution, 
10% ammonium hydroxide solution, 5%solutions of sodium sulfate, 20%sodium sulfate saturated, sodium chloride, sodium 
chloride saturated, 20%ammonium sulfate, ammonium sulfate saturated. Universal ionomer IT-1101. Stavudine was isolated 
by liquid-liquid extraction. To detect and quantify Stavudine, thin – layer sorbent chromatography (TLC) and UV spectro-
photometry were used. Statistical data processing was performed using the software package for Windows XP (Microsoft 
Excel), and using the Student's t-test. 

Results. When using thin-layer chromatography to identify Stavudine, it was found that the Rf value of the spots 
of Stavudine extracts from biological material corresponded to the Rf value range of 0.67-0.69. The Rf spot value of the stand-
ard Stavudine witness sample corresponded to (0.68±0.01). The stability study showed that the Stavudine solution is stable 
in a hydrochloric acid solution of 0.1 M, in which the absorption spectrum of Stavudine is characterized by absorption max-
ima at wavelengths of 209±1 and 267±1 nm. The wavelength of 267±1 nm was chosen as the analytical wavelength for the 
quantitative determination of Stavudine. In the course of the study, various factors affecting the degree of extraction of 
Stavudine from aqueous solutions were studied. The extractant is ethyl acetate, pH 3, the electrolyte is a saturated solution 
of ammonium sulfate. The extraction time is 7 minutes, twice. 

Conclusion. Methods of identification and quantitative determination of Stavudine in extracts from urine and blood 
plasma by TLC and UV spectrophotometry have been developed. Methods of isolation of Stavudine from urine and blood 
plasma using the liquid-liquid extraction method have been developed (93.33±2.02%; 89.77±2.02% respectively). 

Keywords: Stavudine; isolation; liquid-liquid extraction; biological fluids. 
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