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Методом спектрофотометрии и масс-спектрометрии с ионизацией электрораспылением исследовано 
комплексообразование лекарственного вещества глицирама (моноаммонийной соли глицирризиновой 
кислоты, GC) с β-циклодекстрином (β-CD). Показано, что в водном растворе при рН 7.2 GC образует с β-CD 
комплекс состава 1:1. Рассчитана константа устойчивости комплекса и свободная энергия Гиббса процесса 
комплексообразования. β-CD может быть перспективным стабилизатором GC. Установлено, что комплекс 
не обладает ихтиотоксичностью.
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Glycyram (monoammonium glycyrrhizinate, GC) is an anti-inflammatory and antiallergic drug, and is used in medical 
practice. GC over time is exposed to epimerization and decay. The possibility of complexation with β-cyclodextrin 
(β-CD) was examined to improve the stability of GC. The complexation of GC with β-CD in aqueous solution at pH 
7.2 was investigated by method of spectrophotometry. The composition of the complex was determined by the isomolar 
series method (Job-Ostromyslenskii method). GC forms 1:1 complex with β-CD. Stability constant for complex Ks(GC–
β-CD) = 2.61⋅104 М–1. Gibbs’s free energy of complexation process was calculated. Thus, β-CD can be a promising 
stabilizer of GC. Using a method of electrospray ionization mass spectrometry, the complexation of GC with β-CD 
was investigated for the first time. In negative-ion mode, the ion peaks of complexes with 1:1 and 1:2 molar ratio were 
recorded. The complex with a 1:1 molar ratio was the most stable. In positive-ion mode, complexation of GC and β-CD 
was not observed. The influence of the GC–β-CD complex against Poecilia sphenops (Poeciliidae) was studied. GC, 
β-CD, and their 1:1 complex are not ichthyotoxic.

Keywords: Glycyram, β-cyclodextrin, molecular complex, spectrophotometry, electrospray ionization mass 
spectrometry, ichthyotoxicity.
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Введение

Циклодекстрины (CD) и их производные широко 
используют для молекулярного капсулирования лекар-
ственных веществ.[1–5] Получены молекулярные ком-
плексы CD с рядом терпенов и терпеноидов. При этом 
основное внимание было уделено комплексам моно- 
и сесквитерпенов и их производных.[6]

Фрагментарно исследовано комплексообразование 
некоторых тритерпеноидов и их гликозидов с различ-
ными CD. В частности, получены комплексы бетулино-
вой кислоты c диметил-β-CD,[7] γ-CD[8] и гидроксипропил-
γ-CD,[7, 9] бетулина с гидроксипропил-γ-CD,[9] олеано-
ловой и урсоловой кислот с диметил-β-CD,[7] γ-CD,[8] 
гидроксипропил-γ-CD,[7] гидроксипропил-β- и γ-CD 
[10,11] и олеаноловой кислоты с α-, β- и γ-CD.[12]

Описаны комплексы даммаранового тритерпе-
нового гликозида 20-O-(β-D-глюкопиранозил)-20(S)-
протопанаксадиола с β-CD и его гидроксипропильным 
производным.[13] Установлено, что дикалиевая соль гли-
цирризиновой кислоты образует клатраты с β-CD и его 
ди- и триметильными производными.[14] Глицирризино-
вая кислота (3-О-β-D-глюкуронопиранозил-(1→2)-О-β-
D-глюкуронопиранозид глицирретиновой кислоты)  – 
преобладающий тритерпеновый гликозид различных 
видов солодки Glycyrrhiza L.

Наиболее важным производным глицирризиновой 
кислоты является ее моноаммонийная соль (глицирам, 
GC, Рисунок 1). GC относится к противовоспалитель-
ным и антиаллергическим средствам и широко приме-
няется в медицинской практике.[15]

Рисунок 1. Глицирам (моноаммонийная соль 
глицирризиновой кислоты, GC).

Известно, что в водных растворах глицирризино-
вая кислота и GC подвергаются эпимеризации.[16] Гли-
цирризиновая кислота не устойчива к нагреванию.[17] 
Установлено, что при хранении некоторых лекарствен-
ных форм с GC в них быстро уменьшается его содер-

жание даже при комнатной температуре.[18] Глицирри-
зиновая кислота и GC подвергаются деструкции из-за 
взаимодействия со свободными радикалами и кисло-
родсодержащими частицами, проявляя при этом анти-
оксидантную активность.[19]

CD традиционно используют для повышения 
устойчивости лекарственных веществ путем комплек-
сообразования с ними.[2] Поэтому с целью поиска пер-
спективных стабилизаторов GC и расширения сведе-
ний о комплексах CD с сапонинами нами рассмотрена 
возможность образования комплекса GC с β-CD, одно-
го из наиболее коммерчески доступных CD. Комплек-
сообразование может увеличить срок хранения лекар-
ственных препаратов, содержащих GC.

Установлено, что CD нетоксичны,[1] но их токсиче-
ский профиль может отличаться в зависимости от спо-
соба введения в организм.[20] Тритерпеновые гликози-
ды проявляют разнообразное биологическое действие, 
в частности они могут быть токсичны для рыб и мол-
люсков.[21,22] При этом их токсические свойства могут 
коррелировать с другими видами активности.[21] Кроме 
того, степень активности комплекса и индивидуальных 
веществ, которые его образуют, может существенно 
отличаться.[23,24] Поэтому для предварительной оценки 
биологической активности комплекса β-CD с GC нами 
исследованы его ихтиотоксические свойства.

Экспериментальная часть

Использовали образцы GC фирмы Calbiochem (США) 
и  β-CD фирмы Acros Organics (США). β-CD предварительно 
сушили до постоянного веса при 50-80 °С в течение 3 ч.

Изомолярную серию готовили из 10–4 М водных растворов 
β-CD и GC с рН 7.2 (фосфатный буфер Na2HPO4–NaH2PO4), 
которые смешивали в антибатных соотношениях (от  1:9 
до  9:1) при неизменном общем объеме. Смеси выдерживали 
при температуре 28  °С в течение 40  мин при постоянном 
перемешивании. Для определения состава комплекса и 
константы его устойчивости Ks было проведено 5 независимых 
экспериментов. При этом погрешность определения Кs не 
превышала 10%. Расчет Кs выполнен при λ = 258  нм. УФ-
спектры получены при температуре 28 °С на спектрофотометре 
Unico UV-Vis 4802 (США) в кварцевых кюветах (l = 1 см).

Комплекс получали препаративно путем смешивания по 
0.1 ммоль компонентов с 25 мл 40 % этанола при 40-50 °C в 
течение 1.5 ч при постоянном перемешивании. Растворитель 
отгоняли в вакууме.

Масс-спектральные измерения проведены на 
спектрометре Bruker Daltonics micrOTOF-Q с ионизацией 
электрораспылением. Использовали программное обеспечение 
micrOTOFcontrolTM2.2. Калибровка масс-спектрометра 
выполнена с использованием калибровочного раствора для 
электрораспыления (Electrospray Calibrant Solution) фирмы 
Fluka. Детектирование отрицательных и положительных 
ионов выполнено в интервале m/z от 50 до 3000. Согласно 
характеристикам прибора точность измерений на micrOTOF-Q 
II достигает выше 1–2 ppm, точность определения масс 2 мДа. 
Напряжение на капилляре распылителя ±4200  В, параметры 
газа-осушителя (азот квалификации «ос.ч.», 5 л/мин, 200  °С) 
оптимизированы для детектирования пиков ионов ассоциатов. 
Для прямого ввода использованы растворы веществ в метаноле 
(фирма Merck, квалификация HPLC/MS) в концентрации 
0.2  мг/мл (10–7–10–6 М). Соотношения m/z и относительные 
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интенсивности пиков ионов (I, %) приведены в Таблице 1.

Таблица 1. Масс-спектры смеси GC и β-CD.

Ион Соотношение m/z Iотн, %
[Mβ-CD+2K+H]3+ 404.54 8.13
[Mβ-CD+Na+H]2+ 579.34 16.6
[Mβ-CD+K+H]2+ 587.33 100.0

[Mβ-CD+Na]+ 1157.68 1.0
[MGC-3H]3– 273.12 20.8
[MGC-2H]2– 410.18 100.0

[Mβ-CD-2H]2– 566.16 1.7
[Mβ-CD+MGC-3H]3– 651.23 1.7

[MGC-H]– 821.37 2.4
[Mβ-CD+MGC-2H]2– 977.35 0.9
[2Mβ-CD+MGC-3H]3– 1029.68 0.2

[Mβ-CD-H]– 1133.33 0.1
[2Mβ-CD+MGC-2H]2– 1544.53 0.01

Ихтиотоксичность проверяли на рыбах Poecilia sphenops 
(Poeciliidae) по известной методике.[25] Рыб (по  10  штук) 
помещали в 10–4 М растворы GC и β-CD, а также в их комплекс, 
содержащий по 10–4  М каждого из компонентов. Определяли 
время инкубации, в течение которого происходил бы 100 % 
летальный исход.

Результаты и обсуждение

Спектральные исследования 

Состав комплекса β-CD с GC определен мето-
дом изомолярных серий (методом Остромысленского-
Жоба).[26] На Рисунке 2 показана изомолярная кривая, 
полученная для смеси β-CD и GC. При этом для ком-
понентов установлено молярное отношение, соответ-
ствующее комплексу состава 1:1. Клатраты такого со-

става наиболее характерны для CD.[1] Спектр поглоще-
ния изомолярной серии обладает изобестической точ-
кой при 296 нм (Рисунок 3). Наличие изобестической 
точки указывает на формирование лишь одного типа 
комплекса между β-CD и GC.[26] Кроме того, с увеличе-
нием концентрации β-CD и постоянной концентрации 
GC максимум поглощения их смесей (258  нм) суще-
ственно не сдвигается, но уменьшается их оптическая 
плотность А (Рисунок  4). Наблюдается гипохромный 
эффект, который обычно обнаруживается при образо-
вании комплексов CD.[3]

Рисунок 3. Спектры поглощения изомолярной серии 
растворов: с(β-CD) = 10–4 М, с(GC) = 10–4 М (рН 7.2, 28 °С).

Рисунок 4. УФ-спектры растворов GC (с = 10–4 М = const) 
при различных концентрациях β-CD (рН 7.2, 28 °С): 0 М 
(кривая 1), 1.25⋅10–4 М (кривая 2), 2.5⋅10–4 М (кривая 3) 
и 5.0⋅10–4 М (кривая 4).

Рисунок 2. Зависимость изменения оптической плотности 
∆А от соотношения компонентов изомолярной серии при 
λ = 258 нм: с(β-CD) = 10–4 М, с(GC) = 10–4 М (рН 7.2, 28 °С).
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Таким образом, в водном растворе устанавливается 
равновесие между β-CD и GC следующего вида:

β-CD + GC  β-CD–GC

[ CD GC]
[ CD][GC]

Ks
b
b
- -

=
-

,			        (1)

где Кs – константа устойчивости комплекса.
На основе изомолярной кривой по формуле (2) была 

рассчитана константа устойчивости комплекса Кs при 
λ = 258  нм по методу,[27] применимому для комплексов 
состава 1:1.

2
0 1

0 1( )s

A A
K

c A A
∆ ∆

=
∆ −∆

,			     (2)

где с  – общая концентрация, равная 10–4  М, ∆А0  – 
изменение оптической плотности, соответствующее 
комплексу при полном отсутствии диссоциации, а ∆А1 – 
изменение оптической плотности, соответствующее 
значению на фактической кривой.

Свободная энергия Гиббса ΔG для процесса 
комплексообразования определена по формуле (3).

∆G = –2.3RT lgKS.				         (3)

Таким образом, для комплекса GC и β-CD 
Кs = 2.61⋅104 М–1. ΔG = –2.54⋅104 Дж/моль. У ряда комплек-
сов глицирризиновой кислоты и GC с лекарственными 
веществами Кs = 103–105 М–1.[23,28]

Среди комплексов тритерпеновых гликозидов с 
β-CD Кs были определены только для комплексов 20-
O-(β-D-глюкопиранозил)-20(S)-протопанаксадиола 
с  β-CD и гидроксипропил-β-CD,[13] а также для ком-
плексов дикалиевой соли глицирризиновой кислоты 
с  β-CD и диметил- и триметил-β-CD.[14] Для комплек-
сов гликозида протопанасадиола они равны 4.52⋅10–3 и 
0.68⋅10–3 М–1, соответственно, а для комплексов дикалий 
глицирризината – 470, 2.3⋅103 и 9.2 М–1. Существенные 
различия величин Кs комплексов GC и гликозида про-
топанаксадиола возможно связаны с особенностями 
структуры их агликонных частей. У GC пентацикличе-
ский агликон (олеанановый тип), а протопанаксадиол – 
это тетрациклический даммарановый агликон. В отли-
чие от  GC, у дикалий глицирризината нет свободных 
карбоксильных групп в углеводной части. Также ранее 
были установлены Кs для комплексов индивидуаль-
ных пентациклических агликонов. Так, в водной среде 
Кs комплекса β-CD с олеаноловой кислотой составила 
только 57.6 М–1.[12]

Высокое значение Кs комплекса GC с β-CD позво-
ляет рассматривать β-CD как перспективный стабилиза-
тор GC в водных растворах, а также в составе его лекар-
ственных форм.

Наличие комплексообразования между GC и β-CD 
также подтверждали методом масс-спектрометрии с ио-
низацией электрораспылением. В масс-спектре отрица-
тельных ионов, полученном для смеси GC и β-CD, наи-
большую интенсивность имеет пик иона [MGC-2H]2–. Так-
же найдены пики ионов [Мβ-CD+МGC-2Н]2– (m/z = 977.35) 

и [Мβ-CD+МGC-3Н]3– (m/z = 651.23), соответствующие ком-
плексам состава 1:1. Кроме того, идентифицированы 
малоинтенсивные пики ионов комплексов [2Мβ-CD+МGC-
3Н]3– с m/z = 1029.68 и [2Мβ-CD+МGC-2Н]2– с m/z = 1544.53, 
в  которых соотношение компонентов равно 2:1. Ком-
плексы состава 1:1 существенно преобладают в масс-
спектре, т.к. интенсивности пиков их ионов больше 
в 8.5 раз (для трехзарядных ионов) и в 90 раз (для двух-
зарядных ионов).

В режиме регистрации положительных ионов пре-
обладает пик иона [Mβ-CD+K+H]2+. При этом ионов, отве-
чающих образованию комплекса β-CD с GC, не зафик-
сировано.

Биологическая активность 

Установлено, что индивидуальные β-CD и GC, 
а также их комплекс состава 1:1, не проявили токсиче-
ского действия на рыб Poecilia sphenops (Poeciliidae) 
при экспозиции в течение 24 ч. Гликозиды олеананового 
типа с высокой токсичностью обычно имеют свободную 
карбоксильную группу у атома С-17 их агликонов.[22] 
У  GC  в  агликонной части присутствует свободная кар-
боксильная группа, но она расположена у атома С-20. 
Таким образом, активность комплекса и образующих его 
компонентов не отличается.

Выводы

1. Спектрофотометрически исследовано взаимо-
действие β-CD с GC в водных растворах при рН 7.2. Ме-
тодом изомолярных серий установлено, что комплекс 
β-CD–GC имеет состав 1:1. Рассчитана константа устой-
чивости комплекса Кs = 2.61⋅104  М–1. β-CD может быть 
перспективным стабилизатором GC.

2. В масс-спектре преобладают пики ионов ком-
плекса β-CD с GC состава 1:1.

3. Комплекс β-CD с GC не оказал токсического дей-
ствия на рыб Poecilia sphenops.
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