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Розроблені ефективні методики рідинно-рідинної екстракції сульпіриду з біологічних рідин ети­
лацетатом з лужного середовища при рН 10-11. Ідентифікацію сульпіриду в отриманих біоло­
гічних екстрактах проводили за допомогою кольорових реакцій з реактивами Маркі та Фреде, 
тонкошарової хроматографії з використанням рухомих фаз метанол - амонію гідроксид 25% 
розчин (100:1,5) та бензин - метанол - діетиламін (90:10:10). Значення Rf становили 0,53±0,02 
(для пластинокВЕТШХ), 0,55±0,02 (для пластинокSorbfil) та 0,60±0,02 (для пластинокВЕТШХ), 
0,52±0,02 (для пластинок Sorbfil), відповідно. Після елюювання сульпіриду з хроматограм мета­
нолом проводили УФ-спектроскопічне виявлення препарату (Awax = 293±2 нм). Кількісний вміст 
сульпіриду в екстрактах встановлювали УФ-спектрофотометричним методом. Розроблені ме­
тодики дозволили виділити з сечі 64,6±3,5% сульпіриду, з плазми крові - 16,9±2,2% та з осаду 
крові після його відокремлення від плазми ще додатково 7,7±1,1% зазначеного антидепресанта. 

Д іагностика отруєнь лі­
карськими речовинами 

у випадках, коли клінічна кар­
тина інтоксикації є нехарактер­
ною, становить значні трудно­
щі. Аналітична діагностика го­
стрих отруєнь, яка передбачає 
екстренне виявлення токсич­
ної екзогенної речовини в біо­
логічних рідинах людини, має 
вирішальне значення для вста­
новлення діагнозу отруєння та 
вибору оптимальних методів де­
токсикації [1, 4, 5,11]. 

Сульпірид (]Ч-[(етил-2-піро-
лідиніл)метил]-2-метокси-5-
сульфамоїлбензамід) є одним з 
сучасних психотропних лікарсь­
ких засобів. Препарат поєднує 
помірну антипсихотичну та ан­
тидепресивну активність, а та­
кож проявляє стимулюючі вла­
стивості [2, 3]. Сульпірид неод­
норазово був причиною гост­
рих та смертельних отруєнь [8, 
11,12]. Клінічна картина отру­
єнь зазначеною лікарською ре­

човиною є нехарактерною [8,11]. 
Тому результати токсикологіч­
них досліджень біологічних рі­
дин потерпілого (крові та сечі] 
мають вирішальне значення для 
встановлення клінічного діагно­
зу отруєння. 

Таким чином, розробка ме­
тодів аналізу сульпіриду в біо­
логічних рідинах є актуальною 
задачею. 

Опрацьовані методики ана­
лізу сульпіриду в плазмі та се­
чі за допомогою газорідинної 
хроматографії [8], високоефек­
тивної рідинної хроматографії 
[6, 7, 8, 9, 12, 13], капілярного 
електрофорезу [10]. Вищепере-
раховані методики характеризу­
ються високою чутливістю та спе­
цифічністю, але потребують ре­
тельної пробопідготовки (твер­
дофазна екстракція [13], рідин-
нофазна мікроекстракція [10]] 
та спеціального коштовного об­
ладнання, що робить їх малодо­
ступними. Для виявлення суль­

піриду в екстрактах з біологіч­
них об'єктів запропоновано де­
які скринінгові системи з вико­
ристанням методу тонкошаро­
вої хроматографії (ТШХ) [8]. 

Метою наших досліджень бу­
ла розробка методики виділен­
ня сульпіриду з крові та сечі ме­
тодом рідинно-рідинної екстрак­
ції з подальшим виявленням та 
кількісним визначенням анти­
депресанта в отриманих екс­
трактах за допомогою широко 
впроваджених у практику хімі-
ко-токсикологічного аналізу ме­
тодів [1, 8]: хімічного, ТШХ, УФ-
спектрофотометрії. 

Матеріали та методи 

Методика ізолювання суль­
піриду з сечі. До 50 мл сечі лю­
дини додавали 1 мл водного роз­
чину сульпіриду, що містив від 
200 до 1000 мкг препарату і су­
міш залишали на 24 год. Пара­
лельно ставили «холості » до­
сліди. Після цього до проб сечі 
додавали 0,1 М розчин кисло­
ти хлоридної до значення рН 
1-2 і для видалення біологіч-
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них домішок суміш двічі збов­
тували з гексаном по 15 мл кож­
ного разу. Фазу органічного роз­
чинника відкидали і у подаль­
шому не досліджували. Потім до 
підкисленої сечі додавали 2 0 % 
розчин натрію гідроксиду до рН 
10-11 і тричі екстрагували суль-
пірид етилацетатом по 15 мл кож­
ного разу. Емульсії, якщо вони 
утворювались, руйнували цент­
рифугуванням протягом 15 хв зі 
швидкістю 3000 об/хв. Центри-
фугат фільтрували через папе¬
ровий фільтр з 0,5 г безводно¬
го натрію сульфату у мірну кол­
бу об'ємом 50 мл і доводили етил­
ацетатом до позначки. Як роз­
чини порівняння використову­
вали екстракти, одержані у «хо­
лостих» дослідах. 

Методика ізолювання суль­
піриду з крові. До 10 мл донор­
ської крові додавали по 1 мл вод­
ного розчину сульпіриду, що мі¬
стив від 100 до 500 мкг препа¬
рату перемішували і залишали 
на добу. Через добу до 10 мл мо­
дельної суміші сульпіриду з кро­
в'ю додавали 10 мл 1 0 % розчи­
ну кислоти трихлорацетатної і 
перемішували. Після цього су¬
міш центрифугували впродовж 
15 хв зі швидкістю 3000 об/хв. 
Центрифугат зливали та двічі 
екстрагували домішки гексаном 
по 10 мл кожного разу. Фазу ор¬
ганічного розчинника відокрем¬
лювали та відкидали, а потім піс¬
ля підлуговування водної фа¬
зи до рН 10-11 2 0 % розчином 
натрію гідроксиду тричі екс¬
трагували сульпірид етилаце¬
татом по 10 мл кожного разу. 
Одержані «лужні» екстракти фі¬
льтрували через фільтр з 0,5 г 
безводного натрій сульфату у мір­
ну колбу об'ємом 50 мл і дово¬
дили до позначки етилацетатом. 

Враховуючи те, що ступінь 
ізолювання сульпіриду з плаз­
ми крові був порівняно неви¬
соким, ми досліджували окре¬
мо осад, який залишився після 
відокремлення надосадової рі¬
дини. Осад зі стакану для цен¬
трифугування зважували і пе¬
реносили до порцелянової ступ-

ки, де його розтирали з потрій¬
ною кількістю безводного нат­
рію сульфату до отримання од­
норідної сипкої маси, яку потім 
переносили до скляної колон¬
ки висотою 25 см та діаметром 
1 см. Перед заповненням колон¬
ки в неї вміщували невеличкий 
ватний тампон для запобіган¬
ня попаданню розтертої маси у 
скляний краник. Легким посту­
куванням по колонці сипку ма¬
су ущільнювали. Над колонкою 
закріплювали ділильну лійку, 
що вміщувала 50 мл хлорофор¬
му, який пропускали через ко¬
лонку зі швидкістю 60-80 кра­
пель за хв. Хлороформний елю-
ат випаровували у порцеляно­
вій чашці досуха на водяній ба­
ні при температурі не вище 40°С. 
Отриманий елюат містив знач­
ну кількість біологічних домі¬
шок, які заважали проведенню 
ідентифікації та кількісного ви­
значення сульпіриду в екстрак­
тах. Для видалення співекстрак-
тивних речовин ми проводили 
додаткове екстракційне очищен­
ня елюатів. Для цього сухий за­
лишок розчиняли у 20 мл 0,1 М 
розчину кислоти хлоридної. Ви­
далення домішок з отримано­
го кислого розчину проводили 
так, як описано вище при екс¬
тракційній очистці екстрактів 
із сечі. 

Виявлення сульпіриду в екс­
трактах за методом ТШХ прово¬
дили з використанням скляних 
хроматографічних пластинок для 
високоефективної тонкошаро­
вої хроматографії (ВЕТШХ) ви­
робництва Естонії (сорбент КСКГ 
фракція - 5-^20 мкм, товщина ша­
ру - 130±25 мкм, розмір пласти­
нок - 20х20 см), Sorbfil (силіка¬
гель СТХ-1 ВЕ, тип підложки -
ПЕТФ, зв'язуюча речовина - си-
ліказоль, фракція - 8-^12 мкм, 
товщина шару - 100 мкм, роз¬
мір пластинок - 10х10 см). Від 
5 до 30 мл хлороформної витяж¬
ки випаровували до мінімаль¬
ного об'єму (0,05 мл) і наноси­
ли в одну точку на лінію старту 
хроматографічної пластинки. На 
відстані 2 см від вказаної точ-

ки наносили розчин «свідка» 
сульпіриду (5 мкг у пробі). У тре¬
тю точку наносили 5 мл випа¬
реної витяжки, одержаної у «хо¬
лостому» досліді. Хроматогра-
ми розвивали послідовно з ви¬
користанням двох рухомих фаз: 
хлороформ і метанол - амонію 
гідроксид 2 5 % розчин (100:1,5), 
а також хлороформ і бензен -
метанол - діетиламін (90:10:10). 
Після цього пластинки висушу¬
вали на повітрі і проявляли за 
допомогою реактиву Драгендор-
фа у модифікації Муньє (жовто¬
гарячий колір плям сульпіриду 
на жовтому фоні; чутливість ви­
явлення складала 1,0-2,0 мкг пре­
парату у пробі). Плями сульпі-
риду, виділеного з печінки, та 
сульпіриду-стандарту за вели­
чинами Rf співпадали та скла¬
дали у системі рухомих розчин¬
ників метанол - амонію гідроксид 
2 5 % розчин (100:1,5) 0,53±0,02 
(для пластинок ВЕТШХ), 0,55±0,02 
(для пластинок Sorbfil); у систе­
мі рухомих розчинників бензин-
метанол-діетиламін (90:10:10) -
0,60±0,02 (для пластинок ВЕТШХ), 
0,52±0,02 (для пластинок Sorb-
fil). Витяжки з «холостих» до¬
слідів не давали плям з вказа¬
ними значеннями Rf. 

Підтвердження присутності 
сульпіриду в екстрактах прово¬
дили також УФ-спектроскопіч-
ним методом. Для цього елюю-
вали сульпірид з непроявленої 
смуги хроматограми на рівні, що 
відповідав місцю знаходження 
плями «свідка» сульпіриду, ме¬
танолом, елюат фільтрували че¬
рез паперовий фільтр та випа¬
ровували. Попередньо нами бу¬
ло встановлено, що ступінь елю­
ювання сульпіриду з шару сор­
бенту метанолом складав 99,2%. 
Отриманий залишок розчиня¬
ли в 4 мл 0,1 М розчині кислоти 
хлоридної. Оптичну густину ви¬
значали на спектрофотометрі 
СФ-46 при A m a x=293 нм, викори¬
стовуючи кювету з товщиною 
шару рідини 10 мм. УФ-спектр 
одержаного розчину був анало¬
гічним спектру розчину сульпі-
риду-стандарту в 0,1 М розчині 
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кислоти хлоридної та мав сму­
гу поглинання при ^35=29312 нм. 

При виявленні сульпіриду у 
витяжках використовували ко­
льорові реакції з реактивами 
Маркі (зеленувате забарвлен­
ня, чутливість 20 мкг у пробі] 
та Фреде (зеленувато-блакит­
не забарвлення, що переходи­
ло у зелене, чутливість -15,0 мкг 
у пробі). Паралельно проводи­
ли контрольні досліди зі стан­
дартним розчином сульпіриду 
в хлороформі (ЗО мкг/мл) та ви­
тяжкою з «холостого» досліду. 

Кількісний вміст сульпіри­
ду в очищених методом ТШХ ви­
тяжках визначали УФ-спектро-
фотометричним методом з ви­
користанням попередньо вста­
новленого нами рівняння залеж­
ності оптичної густини від кон­
центрації: А = 0,00629С - 0,027 
(г = 0,9998; S 2= 7-Ю"5). Світло-
поглинання розчинів підляга­
ло закону Бугера-Ламберта-Бе-
ра в межах концентрацій від 20 
до 200 мкг/мл, відносна неви­
значеність середнього резуль­
тату становила ±1,9%. Як роз­
чин порівняння застосовували 
розчин, отриманий у «холосто­
му» досліді. 

Результати та ї х 
обговорення 

Ізолювання сульпіриду з біо­
логічних рідин доцільно прово­
дити етилацетатом з лужного 
середовища при рН 10-11. По­
передньо проведене вивчення 
умов екстракції сульпіриду з вод­
них розчинів у залежності від рН 
середовища та природи органіч­
ного розчинника показало, що 
в найбільшій мірі зазначена ре­
човина екстрагується етилаце­
татом рН 10-11 (ступінь екстрак­
ції складав 97%). Для інших ор­
ганічних розчинників (хлоро­
форм, хлористий метилен, діе­
тиловий етер) ступінь екстрак­
ції при вказаному значенні рН 
не перевищував 59%. 

Для видалення співекстрак-
тивних речовин з біологічних 
рідин прирН 1-2 найбільш при­
датними екстрагентами є гексан 

Таблиця 1 

Результати кількісного визначення сульпіриду, 
виділеного з сечі, УФ-спектрофотометричним методом 

(середнє з п'яти визначень) 

Додано сульпіриду 
до 50 мл сечі, мкг 

Виділено сульпіриду Метрологічні 
характеристики 

Додано сульпіриду 
до 50 мл сечі, мкг мкг % 

Метрологічні 
характеристики 

200 132,8 66,4 X = 64,6 
S = 2,9 
S x = U 
ДХ=3,4 
£-5 ,5 

Х±ДХ = 64,6±3,5 

400 272,4 68,1 

X = 64,6 
S = 2,9 
S x = U 
ДХ=3,4 
£-5 ,5 

Х±ДХ = 64,6±3,5 

600 391,2 65,2 

X = 64,6 
S = 2,9 
S x = U 
ДХ=3,4 
£-5 ,5 

Х±ДХ = 64,6±3,5 

800 497,6 62,2 

X = 64,6 
S = 2,9 
S x = U 
ДХ=3,4 
£-5 ,5 

Х±ДХ = 64,6±3,5 1000 613,0 61,3 

X = 64,6 
S = 2,9 
S x = U 
ДХ=3,4 
£-5 ,5 

Х±ДХ = 64,6±3,5 

Таблиця 2 

Результати кількісного визначення сульпіриду, 
виділеного з плазми крові, УФ-спектрофотометричним 

методом (середнє з п'яти визначень) 

Додано сульпіриду 
до 10 мл крові, мкг 

Виділено сульпіриду Метрологічні 
характеристики 

Додано сульпіриду 
до 10 мл крові, мкг мкг % 

Метрологічні 
характеристики 

100 16,5 16,5 Х = 16,9 
S= 1,8 
Sx=0,8 
ЛХ = 2,2 
£ - 13,0 

Х±ЛХ= 16,9±2,2 

200 32,0 16,0 

Х = 16,9 
S= 1,8 
Sx=0,8 
ЛХ = 2,2 
£ - 13,0 

Х±ЛХ= 16,9±2,2 

300 44,1 14,7 

Х = 16,9 
S= 1,8 
Sx=0,8 
ЛХ = 2,2 
£ - 13,0 

Х±ЛХ= 16,9±2,2 

400 72,4 18,1 

Х = 16,9 
S= 1,8 
Sx=0,8 
ЛХ = 2,2 
£ - 13,0 

Х±ЛХ= 16,9±2,2 500 96,0 19,2 

Х = 16,9 
S= 1,8 
Sx=0,8 
ЛХ = 2,2 
£ - 13,0 

Х±ЛХ= 16,9±2,2 

та діетиловий етер, для яких сту­
пінь екстракції з кислого середо­
вища (рН 1-2) складав 8,5-10,5%. 

При розробці методик виді­
лення сульпіриду з сечі та кро­
ві було встановлено необхідність 
попереднього видалення супут­
ніх речовин з біологічних рідин, 
для чого білкові домішки оса­
джували додаванням 1 0 % роз­
чину кислоти трихлорацетатної 
з наступним центрифугуванням 
(кров) та екстрагували залиш­

ки супутніх речовин гексаном з 
кислого середовища (кров, се­
ча). У разі відсутності етапу очи­
щення при ізолюванні сульпіри­
ду з біологічних рідин, особли­
во з крові, під час екстракції пре­
парату органічними розчинни­
ками з лужного середовища утво­
рювались стійкі емульсії. 

Для аналізу сульпіриду в хло­
роформних екстрактах, одержа­
них з осаду крові, також було 
необхідне екстракційне очищен-

Таблиця З 

Результати кількісного визначення сульпіриду, 
виділеного з осаду крові після його відокремлення 

від плазми, УФ-спектрофотометричним методом 
(середнє з п'яти визначень) 

Додано сульпіриду 
до 10 мл крові, мкг 

Виділено сульпіриду Метрологічні 
характеристики 

Додано сульпіриду 
до 10 мл крові, мкг мкг % 

Метрологічні 
характеристики 

100 9,1 9,1 Х = 7,7 
S = 0,9 
S;<= 0,4 

АХ = 1,1 
£-14,2 

Х±ДХ = 7,7±1,1 

200 14,4 7,2 

Х = 7,7 
S = 0,9 
S;<= 0,4 

АХ = 1,1 
£-14,2 

Х±ДХ = 7,7±1,1 

300 24,0 8,0 

Х = 7,7 
S = 0,9 
S;<= 0,4 

АХ = 1,1 
£-14,2 

Х±ДХ = 7,7±1,1 

400 27,2 6,8 

Х = 7,7 
S = 0,9 
S;<= 0,4 

АХ = 1,1 
£-14,2 

Х±ДХ = 7,7±1,1 500 38,0 7,6 

Х = 7,7 
S = 0,9 
S;<= 0,4 

АХ = 1,1 
£-14,2 

Х±ДХ = 7,7±1,1 
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ня, яке проводили так, як описа­
но вище. Оптична густина роз­
чинів, одержаних у «холостих» 
дослідах після екстракційного 
очищення, знаходилась у межах 
0,055-0,078 в області максиму­
му світлопоглинання сульпіриду 

Застосовані нами кольоро­
ві реакції, методи ТШХ та УФ-
спектроскопії (останній після 
додаткового хроматографічно­
го очищення) виявилися досить 
чутливими для виявлення до¬
сліджених нами меж концен¬
трацій сульпіриду в біологіч­
них рідинах. 

Результати кількісного ви¬
значення сульпіриду, виділено-

го з сечі, а також з плазми кро¬
ві, та осаду крові після його від¬
окремлення від плазми наведе¬
ні у табл. 1-3. Як видно, за до­
помогою запропонованої мето¬
дики рідинно-рідинної екстрак¬
ції з лужного середовища (рН 
10-11) етилацетатом з сечі мож¬
на виділити 64,6±3,5% сульпі­
риду, з плазми крові - 16,9±2,2%, 
а з осаду крові після його від¬
окремлення від плазми ще до¬
датково 7,7±1,1% зазначеного 
антидепресанта. Таким чином, 
аналіз осаду з крові на вміст у 
ньому сульпіриду підвищує сту­
пінь його ізолювання з зазна­
ченої біологічної рідини. 
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рідин етилацетатом з лужного 
середовища (рН 10-11), що до­
зволяють виділити з сечі 64,6± 
3,5%, з плазми крові - 16,9±2,2% 
та з осаду крові після його від¬
окремлення від плазми ще до¬
датково 7,7±1,1% зазначеного 
антидепресанта. 

2. Доведена можливість ви­
користання кольорових реак¬
цій, ТШХ, УФ-спектрофотомет-
рії для виявлення та кількісно­
го визначення сульпіриду в одер­
жаних біологічних екстрактах. 

1. Вергейчик Т.Х. Токсикологическая химия. - М.: МЕДпресс-информ, 2009. - 400 с. 

2. Машковский М.Д. Лекарственные средства: 15-е изд. - М.: ООО «Изд-во Новая Волна», 2006. -
С. 69-70. 

3. Порошина Е.Г. // ФАРМиндекс-Практик. - 2004. - Вып. 6. - С. 12-23. 

4. Токсикологическая химия. Метаболизм и анализ токсикантов: Учеб. пособ. для вузов /Под ред. 
Н.И.Калетиной. - М.: ГОЭТАР-Медиа, 2008. - 1016 с. 

5. Элленхорн М. Дж. Медицинская токсикология: Диагностика и лечение отравлений у человека. 
В 2-х т. / Пер. с англ. - М.: Медицина, 2003. - Т. 1. - С. 647-697. 

6. Bressolle F., BresJ. //J. Chromatogr. - 1985. - Vol. 341 (2). -P. 391-399. 

7. Bressolle F., Faure-Jeantis A. //J. Pharm. Sci. - 1992. - Vol. 81 (1). -P. 26-32. 

8. Clark's analysis of Drugs and Poisons. 3-rd ed. [Електронний ресурс] / Laurent Y. Galichet. - 80 Min / 
700 MB. - Pharmaceutical Press, 2005. - 1 електрон. опт. диск (CD-ROM); 12 см. - Систем. вимоги: 
Pentium; 128 Mb RAM; CD-ROM WindowsXP/ Vista. - Назва з титул. екрану. 

9. Huang M.-C., Ho H.-O., Yeh G.-C. et al. //J. Chromatogr. B. - 2001. - Vol. 763. - P. 157-163. 

10. Liu J., Cao W., Qiu H. et al. // Clin. Chem. - 2002. - Vol. 48 (7). - P. 1049-1058. 

11. Randall C. Baselt. Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man. - California, Foster City: Chemical 
Toxicology Institute, 2000. - P. 476-478. 

12. Rop P. P., Sournac M. H., Elie I. et al. //J. Anal. Toxicol. - 1999. - Vol. 23. - P. 294-296. 

13. Shinozuka T., Terada M., Tanaka E. //Forens. Sci. Int. - 2006. - Vol. 162. - P. 108-112. 

Адреса для листування: 61168 , м. Харків, 
вул. Блюхера, 4. Тел. (572) 67 -91 -92 . 
Національний фармацевтичний університет 

Надійшла до редакції 05 .06.2012 р. 


