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Актуальность темы
Проблема повышения качества судебно-хими-

ческих и химико-токсикологических исследований, 
осуществляемых в центрах судебно-медицинских 
экспертиз, наркологических и токсикологических ла-
бораториях, входит на лидирующие позиции, так как 
возможные аналитические ошибки могут оказать се-
рьезное влияние на жизнь человека и его гражданские 
права. Производные барбитуровой кислоты, обладая 
ГАМК-миметическим механизмом действия, оказы-
вают разностороннее влияние на ЦНС и проявляют 
седативную, снотворную, противосудорожную актив-
ность.  Прием больших доз барбитуратов приводит к 
серьезным неврологическим нарушениям, вплоть до 
глубокой комы, а также к нарушению дыхания и ге-
модинамики. Симптомы отравления барбитуратами 
схожи с таковыми при отравлениях наркотическими 
анальгетиками, клонидином, производными фено-
тиазина, что затрудняет диагностику [1-3]. Широкое 
распространение в медицинской практике получили 
лекарственные  препараты, содержащие барбитура-
ты (главным образом фенобарбитал) в комбинации с 
другими активными веществами, такими как кофеин, 
ацетилсалициловая кислота, эфедрин, теофиллин, ко-
деин, растительные экстракты, а в незаконном оборо-
те наркотиков нередки случаи использования барби-
туратов в смеси с героином, кокаином, амфетаминами 
и их одновременного приема с алкоголем [4]. В таких 
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случаях решающее значение имеют результаты хими-
ко-токсикологического анализа.

Согласно статистическим данным различных ис-
точников на долю барбитуратов приходится 20-25% от 
общего числа отравлений, а число летальных исходов 
достигает 3% от числа всех смертельных интоксика-
ций [5, 6].

В практике судебно-химических и химико-токси-
кологических лабораторий для изолирования про-
изводных барбитуровой кислоты из биологического 
материала по сей день применяются традиционные 
методы, разработанные в прошлом столетии [7, 8]. В 
большинстве своем они основаны на экстракции орга-
ническими растворителями из подкисленного биома-
териала после или без предварительной депротеини-
зации. Открываемость барбитуратов в этих случаях, 
как правило, не высока, составляя в среднем 20-30%, и 
значительно различается для разных представителей 
данной группы веществ [5, 8]. Это связано как с отно-
сительно низкой полнотой жидкостной экстракции, 
так и с довольно сильным связыванием барбитуратов 
с белковой матрицей, их различной полярностью и 
способностью к ионизации. Дополнительная очист-
ка органических экстрактов (например щелочной ре-
экстракцией) улучшает селективность определения 
барбитуратов, но еще больше снижает их открывае-
мость. Используя ферментативный гидролиз белков 
перед экстракцией удается повысить выход определя-
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емых соединений до 60-75% [5], но трудоемкость по-
добных способов подготовки весьма высока. В то же 
время, широкое внедрение в практику метода высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), 
обладающего высокой разрешающей способностью 
и хорошими метрологическими характеристиками, 
позволяет снизить требования в отношении селек-
тивности применяемых способов пробоподготовки, 
одновременно предъявляя повышенные требования к 
величине и воспроизводимости количественного вы-
хода определяемых веществ.

Целью настоящей работы было сравнительное 
исследование простых неселективных способов под-
готовки проб биоматериала и выбор оптимального 
способа, обеспечивающего высокие значения откры-
ваемости для всей группы барбитуратов и совмести-
мость подготовленных проб с обращенно-фазной хро-
матографической системой. 

Материалы и методы
Исследования выполнены на жидкостном хрома-

тографе “Agilent 1260” с диодно-матричным детекто-
ром. В работе использованы растворители квалифи-
кации “для ВЭЖХ” и реактивы квалификации “хч”. 
Модельные пробы готовили из донорской плазмы и 
фармакопейных субстанций барбитала, фенобарбита-
ла и гексобарбитала. Для определения открываемости 
были приготовлены растворы анализируемых суб-
станций в плазме крови и физиологическом растворе 
с концентрацией 60 мг/л (примерно середина исследо-
ванного диапазона концентраций), а для проверки ли-
нейности – по 11 калибровочных растворов в плазме 
с концентрацией от 0,156 мг/л до 160 мг/л. Последние 
были приготовлены методом серийных разведений. 
Для проверки селективности в аналитические серии 
включали также пробы “blank” – плазму крови без до-
бавки барбитуратов.

Исследованию на предмет открываемости барби-
туратов были подвергнуты следующие способы под-
готовки проб [9]:

Депротеинизация трихлоруксусной кислотой:
К 100 мкл исследуемого образца в пробирке типа 

“Eppendorf ” вместимостью 0,5 мл прибавляли 100 мкл 
6% раствора трихлоруксусной кислоты, энергично 
встряхивали, затем центрифугировали 3-5 мин при 
4000 g. Центрифугат использовали для хроматографи-
ческого анализа.

Депротеинизация смесью органических раствори-
телей: К 100 мкл исследуемого образца в пробирке 
типа “Eppendorf ” вместимостью 0,5 мл прибавляли 
200 мкл смеси ацетонитрил – метанол (9:1), энергично 
встряхивали и центрифугировали 3-5 мин при 4000 g. 
Аликвоту центрифугата перед анализом разбавляли 
водой в 4 раза.

Депротеинизация подкисленным метанолом: 
К 100 мкл исследуемого образца в пробирке типа 

“Eppendorf ” вместимостью 0,5 мл прибавляли 100 мкл 
смеси метанол – 2 M H2SO4 (95:5), энергично встряхи-
вали, центрифугировали 3-5 мин при 4000 g. Аликвоту 
центрифугата разбавляли водой в 3 раза.

Однофазная экстракция (оригинальный способ): 
К 250 мкл исследуемого образца в пробирке типа 

“Eppendorf ” вместимостью 1,5 мл прибавляют 200 
мкл ацетонитрила, перемешивают, затем прибавляют 
50 мкл 0,3 M H3PO4 в насыщенном растворе сульфата 
аммония, энергично встряхивают и центрифугируют 
1-2 мин при 1000-2000 g. Аликвоту верхнего слоя, со-
держащую около 87% ацетонитрила, разбавляют во-
дой или буферным раствором до его концентрации не 
выше, чем в подвижной фазе.

Для определения открываемости необходимо знать 
объем отделившегося экстракта, поэтому в технику 
выполнения теста были внесены изменения:

Однофазная экстракция (модифицированный ва-
риант): В градуированную стеклянную трубку вмес-
тимостью около 3,5 мл, герметично закрываемую по 
обоим концам резиновыми пробками, помещали 1 мл 
исследуемого образца, 0,8 мл ацетонитрила и 0,2 мл  
0,3 M H3PO4 в насыщенном растворе сульфата аммо-
ния, трубку энергично встряхивали и центрифугиро-
вали 5 мин при 150 g. Объем органического слоя опре-
деляли непосредственно по градуировке трубки, затем 
при помощи микрошприца отбирали его аликвоту и 
разбавляли в 5 раз водой.

Хроматографический анализ подготовленных проб 
биоматериала проводился в следующих условиях: Ко-
лонка с обращенно-фазным сорбентом Uptisphere  
5 ODB, 5 мкм, размеры: 3 х 150 мм, температура 30°C. 
Длина волны детектора (220 нм) выбрана с учетом УФ 
спектров кислых форм определяемых субстанций (рис. 
I) и наблюдаемой селективности хроматографической 
системы. Подвижная фаза: ацетонитрил – 0,05% рас-
твор трифторуксусной к-ты (15 : 85 для барбитала,  
23 : 77 для фенобарбитала и 35 : 65 для гексобарбита-
ла); скорость 0,8 мл/мин. Соотношение компонентов 
подвижной фазы в каждом случае было оптимизи-

Рис. I. УФ спектры барбитуратов в подвижной фазе 
(данные диодно-матричного детектора).
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ровано для достижения необходимой селективности 
(рис. II). Объем вводимой пробы составлял 20 мкл.

Открываемость барбитуратов при использовании 
методов депротеинизации рассчитывали по формуле:

%100
0

1 ×=
S
SX ,

где S1 и S0 – площади пиков определяемого вещества 
на хроматограммах проб, приготовленных на плазме 
крови и физиологическом растворе соответственно.

В случае однофазной экстракции открываемость 
определяли раздельно для плазмы и физиологическо-
го раствора по формуле:
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где S1 и S0 – площади пиков определяемого вещес-
тва на хроматограммах проб, прошедших стадию под-
готовки, и эталонного раствора соответственно; C1 
– концентрация определяемого вещества в анализиру-
емой матрице (плазме или физиологическом раство-
ре); C0 – концентрация эталонного раствора; Vp и Ve 
– объемы исходной пробы и органического экстракта 
соответственно; D – разведение аликвоты экстракта. 
Эталонные растворы барбитуратов с концентрацией 
20 мг/л готовили на воде.

К первичным данным, полученным для серий ка-
либровочных растворов, применяли стандартную 
процедуру линейного регрессионного анализа [10]. 
Дополнительные параметры, такие как пределы обна-
ружения количественного определения, рассчитыва-
ли из результатов линейной регрессии согласно реко-
мендаций ICH [11].

Результаты и обсуждение
Все количественные результаты исследования 

представлены в таблице I. Сразу можно отметить, что 
все исследованные нами способы подготовки проб 
продемонстрировали лучшие значения открываемос-
ти по сравнению с традиционно используемыми.

Примечание: *Значения были получены ранее [9].
Как мы и предполагали, для способа депротеини-

зации трихлоруксусной кислотой открываемость бар-
битуратов снижается в ряду барбитал – фенобарбитал 
– гексобарбитал, т.е. в порядке снижения их полярнос-
ти, что связано с увеличением степени их связывания 
с протеинами плазмы. При этом открываемость фено-
барбитала и гексобарбитала оказалась ниже рекомен-
дуемого 80% порога.

Для способа однофазной экстракции наблюдает-
ся обратная зависимость, отражающая коэффициент 
распределения субстанций между органической и 
водной фазами. В этом случае не вполне удовлетво-
рительную открываемость показал барбитал. Кроме 
того, повышенные значения коэффициента вариации 
результатов, полученных для однофазной экстракции 
из плазмы крови, указывают на необходимость ис-
пользования внутреннего стандарта, что, как прави-
ло, усложняет задачу оптимизации времени анализа и 
селективности хроматографической системы.

Способы депротеинизации смесью ацетонитрил – 
метанол и подкисленным метанолом во всех случаях 
продемонстрировали близкие к 100% значения откры-
ваемости и хорошую их сходимость. Они максималь-
но просты в выполнении и требуют минимальных 
затрат времени и реактивов. С точки зрения чувстви-
тельности, более выгодным является способ депроте-
инизации подкисленным метанолом, приводящий к 
меньшему разбавлению проб. Для него и были прове-
дены дополнительные испытания.

Рис. II. Хроматограммы модельных проб плазмы, 
подтверждающие селективность хроматографической 

системы.
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Таблица I.
Основные параметры исследованных способов подготовки проб биоматериала.

Название параметра и способа подготовки проб
Значение параметра для определяемой субстанции

Барбитал Фенобарбитал Гексобарбитал

Параметры открываемости

Депротеинизация трихлоруксусной кислотой:
Значение открываемости
Коэффициент вариации

92,4%
0,66%

61%* 66,0%
0,55%

Депротеинизация смесью органических растворителей:
Значение открываемости
Коэффициент вариации

103,4%
0,47%

≈100%* 103,6%
1,2%

Депротеинизация подкисленным метанолом:
Значение открываемости
Коэффициент вариации

100,6%
0,42%

≈100%* 97,3%
0,90%

Однофазная экстракция из физиологического раствора:
Значение открываемости
Коэффициент вариации

76,5%
1,2%

100,1%
0,71%

Однофазная экстракция из плазмы крови:
Значение открываемости
Коэффициент вариации

77,6%
6,2%

81%* 96,9%
6,1%

Параметры калибровочной зависимости

Депротеинизация подкисленным метанолом:
Значение коэффициента A
Ст. отклонение коэффициента A
Значение коэффициента B
Ст. отклонение коэффициента B
Коэффициент корреляции (R)
Порог детекции
Предел количеств. определения

0,578
0,560
7,41

0,010
0,99999

0,249 мг/л
0,755 мг/л

1,27
0,657
4,96

0,012
0,99997

0,438 мг/л
1,33 мг/л

2,49
0,978
7,79

0,018
0,99998

0,414 мг/л
1,26 мг/л
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Рис. III. Калибровочные графики для 
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Депротеинизация подкисленным 
метанолом: 
Значение коэффициента A 
Ст. отклонение коэффициента A 
Значение коэффициента B 
Ст. отклонение коэффициента B 
Коэффициент корреляции (R) 
Порог детекции 
Предел количеств. определения 

 
 

0,578 
0,560 
7,41 

0,010 
0,99999 

0,249 мг/л 
0,755 мг/л 

 
 

1,27 
0,657 
4,96 
0,012 

0,99997 
0,438 мг/л 
1,33 мг/л 

 
 

2,49 
0,978 
7,79 

0,018 
0,99998 

0,414 мг/л 
1,26 мг/л 

Примечание: *Значения были получены 

ранее [9]. 

Как мы и предполагали, для способа 

депротеинизации трихлоруксусной 

кислотой открываемость барбитуратов 

снижается в ряду барбитал – 

фенобарбитал – гексобарбитал, т.е. в 

порядке снижения их полярности, что 

связано с увеличением степени их 

связывания с протеинами плазмы. При 

этом открываемость фенобарбитала и 

гексобарбитала оказалась ниже 

рекомендуемого 80% порога. 

Для способа однофазной экстракции 

наблюдается обратная зависимость, 

отражающая коэффициент 

распределения субстанций между 

органической и водной фазами. В этом 

случае не вполне удовлетворительную 

открываемость показал барбитал. Кроме 

того, повышенные значения 

коэффициента вариации результатов, 

полученных для однофазной экстракции 

из плазмы крови, указывают на 

необходимость использования 

внутреннего стандарта, что, как правило, 
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Рис. III. Калибровочные графики для модельных 
растворов барбитуратов в плазме крови.

Анализ калибровочных растворов выявил высо-
кую линейность зависимости площади хроматографи-
ческих пиков от концентрации определяемых веществ 
во всем исследованном диапазоне (рис. III), а расчет-
ное значение предела количественного определения 
составило около 1 мг/л. Тем самым перекрывается 
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весь диапазон терапевтических и токсических концен-
траций исследованных барбитуратов [12].

Таким образом, способ депротеинизации проб 
биоматериала подкисленным метанолом оказался оп-
тимальным для всех определяемых соединений. Тот 
факт, что исследованные вещества представляют весь 
диапазон полярности группы барбитуратов, позволя-
ет предложить указанный способ для всей группы.

Выводы
В качестве оптимального способа подготовки проб 

биоматериала к химико-токсикологическому опреде-
лению барбитуратов предложена депротеинизация 
метанолом, подкисленным серной кислотой.

Предложенный способ в сочетании с ВЭЖХ-УФ 
анализом обеспечивает количественное определение 
барбитуратов в диапазоне концентраций 1 – 160 мг/л 
и отличается высокими значениями открываемости 
аналитов и линейности калибровочной зависимости.


