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ФАРМАЦЕВТИЧЕСКАЯ ХИМИЯ
Т. В. Кучер, С. И. Мерзликин, Е. В. Коваленко

ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЕ ОБНАРУЖЕНИЕ ГЛИБЕНКЛАМИДА 
В БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТАХ ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 

КОМБИНИРОВАННЫХ ОТРАВЛЕНИЙ ЛЕКАРСТВЕННЫМИ ВЕЩЕСТВАМИ

Национальный фармацевтический университет, г. Харьков, Украина

В статье отражены результаты хроматографического обнаружения глибен-
кламида методами ТСХ и ВЭЖХ в извлечениях, полученных из тканей печени при 
моделировании комбинированных отравлений с пиоглитазоном, симвастатином и 
фуросемидом. В соответствии с общепринятой методологией химико-токсикологи-
ческого анализа изолирование данных токсикантов из биологического объекта прово-
дили общим для лекарственных веществ методом Стаса-Отто. Хроматографиро-
вание стандартных образцов токсикантов и хлороформных экстрактов токсикан-
тов, полученных из тканей печени, проводили в общих для лекарственных веществ 
кислотного характера системах растворителей, рекомендованных TIAFT. Установ-
лено, что их хроматографическая подвижность находится в пределах Rf 0,03–0,74. 
Система хлороформ-циклогексан-ледяная уксусная кислота (40:40:20) определена 
как наиболее приемлемая. Осуществлен поиск проявителей зон адсорбции токсикан-
тов в тонких слоях сорбента. В качестве наиболее специфического реагента предло-
жен 1% раствор ванилина в H2SO4 конц., а наиболее чувствительного – железойодид-
ный комплекс. При хроматографировании хлороформных экстрактов, полученных 
из печени, зону адсорбции фуросемида обнаружить не удалось. Предложены ВЭЖХ-
условия для хроматографирования метанольных элюатов токсикантов, полученных 
из непроявленных реагентами их зон адсорбции в тонком слое. Время удерживания 
глибенкламида (tR = 9,88), пиоглитазона (tR = 5,03) и симвастатина (tR = 16,99) соот-
ветствовало времени удерживания их стандартных образцов. Таким образом, при-
менение данных хроматографических условий позволяет идентифицировать иссле-
дуемые токсиканты при отравлении неизвестным веществом.

Ключевые слова: лекарственные вещества, комбинированные отравления, гли-
бенкламид, обнаружение, биологические объекты, ТСХ, ВЭЖХ.

ВВЕДЕНИЕ

По данным токсикологических служб 
ежегодно в мире регистрируется около 
800 тыс. летальных отравлений лекар-
ственными средствами (ЛС). Среди них в 
основном ЛС, влияющие на ЦНС: психо-
тропные, снотворные, седативные, антиде-
прессанты, нейролептики и другие группы 
препаратов [1]. Токсикологическую опас-
ность также создают ЛС, имеющие харак-
тер пожизненного применения. К такой 
группе ЛС относятся производные сульфо-
нилмочевины – глибенкламид, гликлазид 
и глимепирид, которые составляют основу 
лечения сахарного диабета (СД) 2 типа [2]. 
Глибенкламид производится во многих 
странах мира как антидиабетическое сред-
ство в виде монопрепарата и в комбиниро-
ванных формах с производным бигуани-

дов – метформином [3]. Учитывая много-
компонентный характер развития и ослож-
нения заболевания, современная фармако-
терапевтическая схема лечения СД 2 типа, 
как правило, включает несколько антидиа-
бетических ЛС с различным механизмом 
гипогликемического действия [4], а также 
лекарственные средства других фармако-
логических групп для устранения таких 
осложнений, как гиперхолестеринемия, 
артериальная гипертензия, диабетическая 
нейропатия и др. [5]. Вместе с тем, приме-
нение указанной комбинированной фарма-
котерапевтической схемы является одним 
из основных факторов токсикологической 
опасности лечения заболевания. Так, по 
данным сайта ehealthme.com [6] комбини-
рованные отравления антидиабетическими 
ЛС могут быть вызваны: лекарственными 
взаимодействиями, применением ЛС не по 
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назначению, непреднамеренными и пред-
намеренными передозировками, депресси-
ями, рассеянным склерозом и др. Ослож-
няют риск отравлений такие факторы, как 
пожилой возраст пациентов, получающих 
полилекарственную терапию, плохое пи-
тание, заболевания печени, почек и др. [7, 
8]. Согласно данным [6] основными ЛС, 
которые одновременно применялись при 
комбинированных отравлениях глибенкла-
мидом, были: метформин, пиоглитазон, 
фуросемид, симвастатин, апразолам, кло-
пидогрель, амлодипин, габапентин и др.

В соответствии с законодательными 
актами международной судебной прак-
тики, при отравлении химическим веще-
ством для определения токсиканта в био-
логических объектах проводятся судеб-
но-токсикологические исследования [9]. 
Поэтому, целью работы является выбор 
условий ТСХ и ВЭЖХ для обнаружения 
глибенкламида в модельных образцах био-
логических объектов в присутствии пио-
глитазона, симвастатина и фуросемида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Методика моделирования отравле-
ния. 50 г измельченной свиной печени по-
мещают в колбу, добавляют 5 мл метанол-
метиленхлоридного (1:1) раствора смеси 
глибенкламида, симвастатина, пиогли-
тазона и фуросемида, содержащей по 20 
мг каждого вещества. Полученную смесь 
тщательно перемешивают и выдерживают 
в течение 24 ч при комнатной температу-
ре. Изолирование токсикантов из тканей 
печени проводят этанолом, подкисленным 
щавелевой кислотой до рН = 2 (метод Ста-
са-Отто), согласно методике [10]. Полу-
ченные хлороформные экстракты хрома-
тографируют в условиях методов ТСХ и 
ВЭЖХ.

Исследования методом ТСХ. Иссле-
дования проводят на хроматографических 
пластинках Merck silica gel 60 F254 (про-
изводства Германии) размером 15×10 см.  
Перед элюированием образцов хромато-
графические пластинки предваритель-
но отмывают метанолом и активируют 
в сушильном шкафу при температуре 
110–120 °С в течение 0,5 ч. Как подвиж-
ные фазы используют такие системы рас-
творителей: 1) хлороформ-ацетон (80:20);  
2) этилацетат; 3) хлороформ-метанол 
(90:10); 4) хлороформ-этанол (90:10); 5) 

хлороформ-циклогексан-ледяная уксусная 
кислота (40:40:20).

Хроматографическую пластинку де-
лят на три части, на линию старта которой 
в зону 1 в одну точку наносят по 10 мкл 
(1 мкг/мл) метанольных растворов стан-
дартных образцов глибенкламида, пио-
глитазона, симвастатина, фуросемида и 
кофеина. В зоны 2 и 3 полосой шириной 
2 см наносят по ¼ части хлороформного 
экстракта, полученного из тканей печени. 
После элюирования хроматографическую 
пластинку высушивают, а зону 1 и 2 обра-
батывают проявителями: 1% раствором ва-
нилина или железойодидным комплексом. 
В необработанной проявителем зоне 3,  
в областях, соответствующих значениям 
Rf глибенкламида, пиоглитазона и симва-
статина, с пластинки скальпелем снимают 
слой сорбента площадью 3×1 см, который 
помещают в стеклянный флакон, содер-
жащий 10 мл метилового спирта. Встря-
хивают в течение 5 мин и фильтруют че-
рез фильтр «красная лента». Полученный 
элюат исследуют методом ВЭЖХ.

Исследования методом ВЭЖХ. Хро-
матографирование проводят на жидкост-
ном хроматографе «Милихром-А-02» с 
УФ-детектированием (ЗАО «Эконова», 
Новосибирск, РФ). Для разделения ве-
ществ используют обратнофазовую ко-
лонку Prontosil-120-5-С18-AQ размером 
Ø2×75 мм, зернение 5 мкм («Bischoff 
Analysetechnik und Geräte GmbH», Герма-
ния). Градиентное элюирование выпол-
няют путем смешивания двух элюентов: 
элюент А – [0,2М LiClO4 – 0,005M HClO4], 
элюент Б - ацетонитрил квалификации «для 
ВЭЖХ». Скорость подвижной фазы – 100 
мкл/мин. Температура термостата колонки –  
35°С. УФ-спектрофотометрическое детек-
тирование проводят одновременно при 8 
длинах волн (210–300 нм). Анализ и обра-
ботку хроматограмм осуществляют с по-
мощью программы «Аналитика-Chrom». 
Для хроматографирования готовят мета-
нольные растворы стандартных веществ 
следующих концентраций: кофеин – 0,005 
мкг/мл, глибенкламид – 2,0 мкг/мл, пиогли-
тазон – 0,005 мкг/мл, симвастатин – 0,005 
мкг/мл и фуросемид – 0,005 мкг/мл. Объем 
проб 20 мкл. Правильность методики пе-
риодически контролируют путем хромато-
графирования специального контрольного 
многокомпонентного раствора, состояще-
го из бромид-иона, уридина, кофеина, про-
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зерина, м-нитроанилина, п-нитроанилина 
и трифтазина.

Проявители. Для обнаружения ис-
следуемых веществ применяют реагенты: 
1) H2SO4 конц.; 2) 1% раствор ванилина в 
H2SO4 конц.; 3) 5% раствор хлоралгидрата 
в H2SO4 конц.; 4) реактив Либермана; 5) ре-
актив Фреде; 6) реактив Марки; 7) реактив 
Эрдмана; 8) реактив Манделина; 9) желе-
зойодидный комплекс, которые готовят со-
гласно методик [10]. С целью обнаружения 
исследуемых веществ готовят испытуемые 
растворы их стандартных образцов, кото-
рые капилляром наносят в центр хромато-
графической пластинки «Merck» размером 
2×2 см. После испарения растворителя в 
эту же точку капилляром наносят соответ-
ствующий реагент. Через некоторое время 
наблюдают образование окрашивания.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для моделирования комбинированных 
отравлений глибенкламидом в сочетании 
с пиоглитазоном, симвастатином или фу-
росемидом измельченную свиную печень 
в течение суток выдерживали в метанол-
метиленхлоридном (1:1) растворе их стан-
дартных образцов, взятых в токсических 
концентрациях. 

В соответствии с общепринятой мето-
дологией химико-токсикологического ана-

лиза (ХТА) при отравлении неизвестным 
веществом изолирование токсикантов из 
биологического объекта проводили общим 
для лекарственных веществ методом Ста-
са-Отто. Полученный хлороформный экс-
тракт впоследствии исследован нами ме-
тодами ТСХ и ВЭЖХ.

Для обнаружения глибенкламида, пи-
оглитазона, симвастатина и фуросемида 
в тонких слоях сорбента использовали 
различные хромогенные реагенты. Ре-
зультаты исследований представлены в 
таблице 1. Установлено, что большинство 
реагентов с исследуемыми веществами 
дают различное окрашивание, при этом 
их чувствительность варьирует в преде-
лах 1,0–10,0 мкг. Реагенты, имеющие в 
составе H2SO4 конц.: реактивы Либерма-
на, Фреде, 1% раствор ванилина, а также 
железойодидный комплекс, определены 
нами как более приемлемые для целей 
ХТА, поскольку с исследуемыми веще-
ствами дают различное окрашивание (от 
желтого до черного). При этом, наиболее 
специфическим реагентом для их обнару-
жения является 1% раствор ванилина, так 
как с каждым из исследуемых веществ 
дает характерное окрашивание, а наибо-
лее чувствительным – железойодидный 
комплекс. Последний реагент более целе-
сообразно использовать на предваритель-
ном этапе обнаружения.  

№*

Глибенкламид Пиоглитазон Симвастатин Фуросемид

Окрашива-
ние

Чув-
стви-
тель-
ность

Окрашива-
ние

Чув-
стви-
тель-
ность

Окрашива-
ние

Чув-
стви-
тель-
ность

Окрашива-
ние

Чув-
стви-
тель-
ность

1. Вишневое 5 Вишневое 5 Оранжевое 5 Желтое 5

2. Фиолетовое 3 Желтое 3 Малиновое 3 Зеленое → 
салатовое 3

3. Зелено-
коричневое 3 Желтое 3 Персиковое 

→ желтое 5
Темно-

коричневое 
→ черное

5

4. Красное 3 Вишневое 3 Коричневое 3 Черное 3

5. Светло-
коричневое 5 Малиновое 5 Вишневое → 

коричневое 5 Черное 5

6. Коричневое 5 Темно-
зеленое 2 Коричневое 5 Черное 5

7. Светло-
коричневое 10 Желтое 3 Малиновое 3 Зелено-

коричневое 3

8. Коричневое 5 Салатовое 5 Коричневое 5 Желтое → 
коричневое 5

9. Коричневое 1 Оранжевое 1 Оранжевое 2 Коричневое 3

Таблица 1 – Результаты обнаружения исследуемых веществ хромогенными реагентами 

Примечание: * – Нумерация реагентов в соответствии с перечнем, приведенным в разделе «Проявители».
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Полученные результаты использова-
ны нами для обнаружения исследуемых 
веществ в хлороформных экстрактах, по-
лученных из тканей печени, после их хро-
матографирования методом ТСХ в общих 
для лекарственных веществ кислотного и 
нейтрального характера системах раство-
рителей, рекомендованных Международ-
ной ассоциацией судебных токсикологов 

(TIAFT) [11]. С целью проверки пригод-
ности хроматографических систем хро-
матографирование образцов извлечений 
проводили в присутствии стандартного ве-
щества – кофеина, а идентификацию гли-
бенкламида, пиоглитазона, симвастатина и 
фуросемида – в присутствии их стандарт-
ных образцов. Результаты исследований 
представлены в таблице 2. 

Сис-
тема 
№ *

Кофе-
ин**

Глибенкламид Пиоглитазон Симвастатин Фуросемид
Стан-
дарт. 
веще-
ство

Хлоро-
форм. 

экстракт

Стан-
дарт. ве-
щество

Хлоро-
форм. 

экстракт

Стан-
дарт. ве-
щество

Хлоро-
форм. 

экстракт

Стан-
дарт. ве-
щество

Хлоро-
форм. 

экстракт

1. 0,20 0,38 0,36 0,27 0,25 0,46 0,45 0,03 не обна-
ружен

2. 0,15 0,47 0,46 0,62 0,61 0,50 0,48 0,07 не обна-
ружен

3. 0,57 0,61 0,60 0,74 0,72 0,68 0,66 0,13 не обна-
ружен

4. 0,56 0,58 0,57 0,71 0,70 0,64 0,64  0,12 не обна-
ружен

5. 0,18 0,60 0,60 0,10 0,09 0,53 0,52 0,23 не обна-
ружен

Таблица 2 – Параметры хроматографической подвижности исследуемых веществ

Примечание: * – Нумерация систем в соответствии с перечнем, приведенным в разделе «Исследование 
методом ТСХ»; ** – хроматографическая система считается пригодной, если на хроматограмме четко 
видно пятно кофеина.

Установлено, что все исследуемые ве-
щества в предложенных условиях имеют 
удовлетворительную хроматографиче-
скую подвижность, которая варьирует в 
пределах 0,03–0,74 значений Rf. Вместе с 
тем, элюирование исследуемых веществ в 
системе № 5 обеспечивает наиболее пол-
ное разделение их зон адсорбции, а окра-
шивание пятен на хроматографической 
пластинке сопоставимо с окрашиванием 
пятен их стандартных образцов.

По результатам хроматографирования 
образцов хлороформных экстрактов, по-
лученных из тканей печени, зону адсорб-
ции фуросемида обнаружить не удалось, 
что можно объяснить его низкой степенью 
экстракции при изолировании методом 
Стаса-Отто, обусловленной физико-хими-
ческими свойствами вещества – нераство-
римостью в хлороформе.

Полученные из непроявленной реа-
гентами хроматографической зоны 3 ме-
танольные элюаты исследуемых веществ 
исследованы нами методом ВЭЖХ. При-
сутствие веществ в элюатах идентифици-
ровали по параметрам времени удержи-
вания и спектральным характеристикам. 

УФ-детектирование проводили одновре-
менно при 8 длинах волн: 210, 220, 230, 
240, 250, 260, 280 и 300 нм. Для каждого 
полученного на хроматограмме пика рас-
считывали 7 характерных нормированных 
спектральных параметров – отношение 
площадей пиков при длинах волн λ2 – λ8 к 
площади пика при длине волны λ1 210 нм 
(R = Sλ/S210) (таблица 3).

Предложенные унифицированные ус-
ловия хроматографирования позволили 
получить симметрические пики веществ 
без взаимного наложения. 

На рисунках 1 и 2 (см. обложку журна-
ла) приведены хроматограммы смесей стан-
дартных веществ глибенкламида, симваста-
тина и пиоглитазона, а также первых двух 
веществ с фуросемидом, соответственно. 
Для проверки пригодности хроматографи-
ческой системы элюирование смесей про-
водили в присутствии стандартного веще-
ства – кофеина, время удерживания кото-
рого соответствовало базе данных времени 
удерживания лекарственных веществ, при-
лагаемой к применяемому оборудованию. 
Как видно из рисунков, время удержива-
ния пиоглитазона (tR = 5,03) и фуросемида  
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(tR = 5,27) является близким, а разделить их 
пики в данных условиях не представилось 
возможным. В дальнейшем хроматографи-
рование указанных смесей веществ было 
проведено раздельно. Полученные резуль-
таты могут быть использованы в качестве 
подтверждающих исследований для обна-
ружения глибенкламида и фуросемида, в 
том числе и в биологических жидкостях, 
при условии разработки индивидуальных 
методов их изолирования из объектов ис-
следования.

Предложенные ВЭЖХ-условия были 
применены нами для хроматографирова-
ния метанольных элюатов, полученных 
из непроявленных зон адсорбции иссле-
дуемых веществ на этапе их обнаружения 
методом ТСХ. По результатам хроматогра-
фирования время удерживания глибенкла-
мида (tR = 9,88), пиоглитазона (tR = 5,03) 
и симвастатина (tR = 16,99) является со-
поставимым с временем удерживания их 
стандартных образцов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложены условия хроматографи-
ческого обнаружения глибенкламида ме-
тодами ТСХ и ВЭЖХ в биологических 
объектах при моделировании комбини-
рованных отравлений с пиоглитазоном, 
симвастатином и фуросемидом, которые 
могут быть использованы в судебно-ток-
сикологических исследованиях на данную 
группу токсикантов.

Показано, что ввиду достаточно низ-
кой степени экстракции фуросемида при 
его изолировании из тканей печени мето-
дом Стаса-Отто обнаружить токсикант в 
тонком слое сорбента не представилось 
возможным. Вместе с тем, условия обна-
ружения глибенкламида и фуросемида ме-
тодом ВЭЖХ могут быть приемлемыми в 

качестве подтверждающих исследований 
при условии разработки индивидуальных 
методов их изолирования из тканей орга-
нов и биологических жидкостей. 

Таким образом, применение данных 
хроматографических условий позволяет 
идентифицировать исследуемые соедине-
ния при отравлении неизвестным веще-
ством, а результаты исследований в целом 
расширяют номенклатуру токсикантов, об-
наруживаемых в биологических объектах 
общими методами ХТА при отравлении 
неизвестным веществом.

SUMMARY

T. V. Kucher, S. I. Merzlikin, 
E. V. Kovalenko

CHROMATOGRAPHIC DETECTION 
OF GLIBENCLAMIDE IN BIOLOGICAL 

OBJECTS WHEN MODELING THE 
COMBINED POISONING BY DRUGS

This article represents the results of the 
chromatographic detection of glibenclamide 
by TLC and HPLC methods in the extracts, 
obtained from the liver tissue, during modeling 
of combined poisoning with pioglitazone, 
simvastatin and furosemide. In accordance with 
the methodology of chemical-toxicological 
analysis the isolation of toxicants from biological 
object by general for drugs method Stas-Otto 
has been conducted. Chromatographing of the 
standard samples of toxicants and chloroform 
extracts of toxicants, obtained from liver tissue, 
in the general for drugs of acidic character mobile 
systems, which are recommended by TIAFT has 
been performed. It has been determined that 
their chromatographic mobility in the proposed 
conditions was in the range of  Rf 0,03–0,74. 
The system chloroform-cyclohexane-glacial 
acetic acid (40:40:20) has been defined as the 
most acceptable. The search of the developers 
for the detection of adsorption zones of toxicants 

Таблица 3 – Спектральные характеристики исследуемых веществ
Вещество Спектральные соотношения

210нм 
230нм

220нм 
230нм

230нм 
230нм

240нм 
230нм

250нм 
230нм

260нм 
230нм

280нм 
230нм

300нм 
230нм

Кофеин 4,1314 1,7661 1 0,6157 0,6437 1,2074 1,5528 0,1032
Глибенкламид 1,3292 0,7373 1 0,6452 0,2239 0,1061 0,0487 0,1305
Фуросемид 0,3844 0,6196 1 0,5527 0,1410 0,2332 0,3903 0,0236
Симвастатин 0,3886 0,6543 1 1,0289 0,5265 0,0166 0,0216 0,0151

210нм 
210нм

220нм 
210нм

230нм 
210нм

240нм 
210нм

250нм 
210нм

260нм 
210нм

280нм 
210нм

300нм 
210нм

Пиоглитазон 1 1,0518 0,9552 0,3937 0,2571 0,4016 0,4443 0,0369
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in thin layers has been held. As the most specific 
reagent 1% solution of vanillin in conc. sulfuric 
acid and most sensitive – ferric-iodine complex 
have been offered. Chromatographing of 
chloroform extracts, obtained from the liver 
tissue, for the detection of adsorption zones of 
furosemide in thin layers was impossible. The 
HPLC conditions for the chromatography of the 
methanol eluates of toxicants, obtained from the 
undeveloped by reagents adsorption area in a thin 
layer, have been proposed. The retention time of 
glibenclamide (tR = 9,88), pioglitazone (tR = 5,03) 
and simvastatin (tR = 16,99) matched with the 
retention time of standard samples. Thus, the 
application of these chromatographic conditions 
allows the identification of toxicants investigated 
for poisoning by unknown substance.

Keywords: drugs, combined poisoning, 
glibenclamide, detection, biological objects, 
TLC, HPLC.
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В. А. Седакова, А. В. Клебанов, Н. А. Клебанова, Е. С. Барашкова, Е. В. Седаков

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИКИ ОБРАЗОВАНИЯ КОРОТКОЦЕПОЧЕЧНЫХ 
ЖИРНЫХ КИСЛОТ ПРИ ДЕЙСТВИИ БИФИДО- И ЛАКТОБАКТЕРИЙ 

НА ПИЩЕВЫЕ ВОЛОКНА IN VITRO

Могилевский государственный университет имени А. А. Кулешова

В статье представлены экспериментальные данные по исследованию фер-
ментативного распада пищевых волокон под действием бифидо- и лактобактерий.  
В качестве субстрата использовались: цитрусовый и яблочный пектины, льняная 
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1 – кофеин, 2 – пиоглитазон, 3 – глибенкламид,
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Рисунок 1 – Хроматограмма смеси стандартных веществ

Рисунок 2 – Содержание КЦЖК, образующихся при 
действии бифидо- и лактобактерий на глюкозу, в 

зависимости от времени ферментации

Рисунок 4 – Содержание КЦЖК, образующихся при 
действии бифидо- и лактобактерий на яблочный пектин, 

в зависимости от времени ферментации

Рисунок 5 – Содержание КЦЖК, образующихся 
при действии бифидо- и лактобактерий на льняную 
клетчатку, в зависимости от времени ферментации

Рисунок 3 – Содержание КЦЖК, образующихся при 
действии бифидо- и лактобактерий на цитрусовый 

пектин, в зависимости от времени ферментации

1 – кофеин, 2 – фуросемид, 3 – глибенкламид, 
4 – симвастатин

Рисунок 2 – Хроматограмма смеси стандартных веществ


