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РАЗРАБОТКА И СТАНДАРТИЗАЦИЯ МЕТОДОВ ОБНАРУЖЕНИЯ МЕТФОРМИНА 
ДЛЯ СУДЕБНО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

В статье изложены данные по разработке и стандартизации 
методов обнаружения метформина для судебно
токсикологических исследований, основанные на применении 
осадительных и хромогенных реактивов. Изучены чувствитель
ность и специфичность приемлемых для данных целей реакций.
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Введение.
Известный антидиабетический препарат Метформин (Сиофор, Глюкофаг, Diformin, 

Diguanid и др.) является основой современной фармакотерапевтической схемы лечения сахар
ного диабета 2 типа, поскольку основной механизм его фармакологического действия связан со 
снижением инсулинорезистентности [1]. Его назначают в индивидуальном виде и в комбина
ции с другими антидиабетическими средствами, повышающими секрецию эндогенного инсу
лина [2-7].

Пожизненное применение, побочные действия, доступность в аптечной сети, постоянно 
растущее количество пациентов с диабетом 2 типа (около 260 млн в мире) -  факторы токсико
логической опасности его неконтролируемого использования, о чём свидетельствует проведен
ный информационный обзор острых отравлений метформином [8], а также случай отравления 
препаратом в практике Республиканского бюро судебно-медицинской экспертизы МЗ РТ, г. Ка
зань [9]. Вместе с тем, в доступной нам литературе отсутствуют описанные систематические су
дебно-токсикологические исследования на метформин, включающие методы его изолирования 
из биологических объектов, обнаружения и идентификации на разных этапах химико
токсикологического анализа (ХТА), а также количественного определения в экстрактах из био
материала.

Целью нашего исследования является разработка и стандартизация химических мето
дов обнаружения метформина для судебно-токсикологических исследований на токсикант не
известной природы и аналитической диагностики острых отравлений препаратом.

Материалы и методы исследования.
В качестве объектов исследования использовали рабочий стандартный образец (РСО) 

метформина г/х (субстанция, монография EP 01/2005:0931, производитель Harman Finochem 
Ltd., серия № 051121), таблетки Сиофор (метформина г/х и вспомогательные вещества) и мет- 
формина основание.

Реактивы: Бушарда, Вагнера, Драгендорфа, Драгендорфа (модификация по Мунье), 
Зонненшейна, Шейблера, 0,5% раствор пикриновой кислоты, 10% раствор рейнеката аммония, 
H2SO4 конц., HNO3 конц., реактив Марки, реактив Фреде, реактив Манделина, реактив Либер- 
мана, реактив Эрдмана, 0,5% раствор нитрата кобальта, 0,5% раствор роданида кобальта, 12,5% 
раствор сульфата меди, 10% раствор нитропруссида натрия+10 % раствор феррицианида ка- 
лия+10 М NaOH (1:1:1), 10% раствор нитропруссида натрия +10 М NaOH (1:1); реактив Сакагучи, 
10% раствор FeCl3, 57% раствор хлорной кислоты+0,5% раствор нитрита натрия (97:3), 0,5% рас
твор нингидрина в HCl развед.+ацетон (1:10). Реактивы готовили согласно методикам [10, 11].

Методика приготовления раствора РСО метформина. 1,0 г метформина г/х раство
ряют в 10 мл воды дистиллированной и доводят объём раствора тем же растворителем до 
100 мл (раствор 1; 10 мкг/мкл).

Методика проведения осадительных реакций с метформина г/х. 1-2 капли испытуемо
го раствора 1 помещают на предметное стекло, рядом наносят 1 каплю соответствующего све
жеприготовленного реактива. С помощью стеклянной палочки капли соединяют. Параллельно 
проводят контрольный опыт.

Методика получения метформина основания из метформина г / х  25,5 г анионита 
Amberlite IRA 402 Cl растворяют в 510 мл воды деминерализованной, помещают в колонку и 
промывают 102 мл раствором NaOH (40 г/л). Колонку промывают водой деминерализованной
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до нейтрального рН элюента и 102 мл метанола. Через колонку пропускают готовый раствор 
метформина г/х в метаноле (3,66 г/0,1 л) со скоростью 2 мл/мин и промывают 61,2 мл метано
ла. Содержание хлоридов проверяют реакцией с серебра нитратом. Элюаты объединяют, упа
ривают в потоке холодного воздуха до сухого остатка. Кристаллизуют из метанола.

Методика проведения осадительных реакций с метформина основанием. 1,0 г мет- 
формина основания помещают в мерную колбу, добавляют 10 мл воды дистиллированной и 
доводят объём раствора тем же растворителем до 100 мл (раствор 2; 10 мкг/мл).

1-2 капли испытуемого раствора 2 помещают на предметное стекло, рядом наносят 1 
каплю соответствующего свежеприготовленного реактива. С помощью стеклянной палочки 
капли соединяют. Параллельно проводят контрольный опыт.

Методика проведения хромогенных реакций. К сухому остатку метформина основания 
или метформина г/х на специальном планшете с углублениями прибавляют 1 каплю соответ
ствующего свежеприготовленного реактива. Параллельно проводят контрольный опыт.

Методика приготовления растворов РСО метформина для определения чувстви
тельности. 1 мл испытуемого раствора 1 помещают в мерную колбу, добавляют 10 мл воды ди
стиллированной и объём раствора доводят тем же растворителем до 50 мл (раствор 3; 1 мкг/5 
мкл). 1 мл испытуемого раствора 3 помещают в мерную колбу, добавляют 10 мл воды дистилли
рованной и объём раствора доводят тем же растворителем до 50 мл (раствор 4; 0,5 мкг/5 мкл).

Методика изолирования метформина основания из модельного образца мочи. 5,0 мл 
модельного образца мочи, содержащего 0,125 мг метформина г/х, помещают в делительную 
колбу, добавляют 5 мл 5 М NaOH до рН13 и трижды (по 5 мл) экстрагируют смесью изоамило- 
вый спирт-бутанол (1:1). Полученные извлечения объединяют и упаривают в потоке холодного 
воздуха до сухого остатка.

Методика изолирования метформина г/х из таблеток Сиофор. 1 таблетку препарата 
Сиофор, содержащую 1,0 г метформина г/х, растирают в фарфоровой ступке, добавляют 5 мл 
воды дистиллированной, перемешивают и фильтруют через фильтр «синяя лента». Получен
ный фильтрат упаривают в потоке холодного воздуха до сухого остатка.

Результаты и их обсуждение.
Высокие гидрофильные свойства метформина, обусловленные наличием в структуре 

молекулы NH-групп, создают сложности его изолирования из биологических объектов общими 
методами -  подкисленной водой и подкисленным спиртом (по Стасу-Отто), включающих жид- 
кость-жидкостную экстракцию токсикантов хлороформом или эфиром. Кроме этого, в источни
ках литературы отсутствуют данные по физико-химическим свойствам основания метформина, 
в том числе данные по растворимости в воде и указанных органических растворителях.

Основание метформина нами получено из РСО метформина г/х методом ионно
обменной хроматографии и представляет собой аморфный желтоватый порошок с характер
ным запахом, Тпл. 120-121°С, хорошо растворимый в воде, спирте изоамиловом, мало раствори
мый в метаноле, этаноле, пропаноле, бутаноле, гексане, очень мало растворимый в хлорофор
ме, практически нерастворимый в ацетоне, ацетонитриле, диэтиловом эфире.

Результаты по растворимости основания метформина были использованы для разра
ботки условий его изолирования методом жидкость-жидкостной экстракции из модельного об
разца мочи смесью изоамиловый спирт-гексан (1:1) при рН13, что способствовало увеличению 
практического выхода метформина с 10% до 80%, в сравнении с результатами его экстрагиро
вания хлороформом при рН9 по известной методике [9].

Исходя из анализа случаев отравлений метформином, кроме биологического материа
ла, объектами ХТА могут быть вещественные доказательства -  таблетки и порошок препарата. 
Поэтому для разработки и стандартизации методов его обнаружения стандартизированы об
разцы метформина г/х в соответствии с аналитической нормативной документацией [12] -  РСО 
метформина г/х и полученного основания метформина -  РСО основания метформина, которые 
были использованы в параллельных опытах с образцами данных веществ, изолированных из 
объектов ХТА.

Для обнаружения метформина химическими методами применяли общепринятые в 
практике ХТА лекарственных и психоактивных веществ осадительные и хромогенные реакти
вы. Осадительные реакции с соответствующими реагентами выполняли по стандартным мето
дикам. Результаты реакций приведены в табл. 1.

Установлено, что метформина г/х и основание метформина образуют различные осадки 
с реактивами 1, 2, 5, 7 и 8 (табл. 1). В связи с относительно низкой чувствительностью эти реак
ции могут быть использованы в качестве предварительных испытаний для обнаружения препа
рата в различных объектах ХТА. Вместе с тем, в отличие от большинства лекарственных и пси
хоактивных веществ, метформин не образует осадка с реактивами Драгендорфа и Шейблера 
(реактивы 3, 4 и 6; табл. 1). Отсутствие осадка с данными реактивами имеет судебно



токсикологическое значение как результат, исключающий присутствие препарата в объекте 
исследования при ХТА на токсикант неизвестной природы.

Т абл и ц а  1
Результаты реакций обнаружения метформина  

общеосадительными реактивами
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№
п /п Р еакти в

М етф орм и н а  г /х М етф орм и н а  осн ован ие

о сад о к /ц в ет

предел
обнару
жения,

мкг
о сад о к /ц в ет

предел
обнару
жения,

мкг
1 Б уш арда ам о р ф н ы й /к о р и ч н ев ы й 3 0 0 а м о р ф н ы й /к о р и ч н ев ы й 30 0
2 В агнера ам о р ф н ы й /к о р и ч н ев ы й 3 0 0 а м о р ф н ы й /к о р и ч н ев ы й 30 0
3 Д раген д орф а - - - -

4
Д р аген д о р ф а (м о 
д и ф и к ац и я  по 
М унье)

- - - -

5 З о н н ен ш ей н а тво р о ж и сты й /ж ёл ты й 50 0 тво р о ж и сты й /ж ёл ты й 50 0
6 Ш ей блера - - - -

7
0 ,5 % раствор  п и к 
р и н овой  ки слоты ам о р ф н ы й /ж ёл ты й 50 0 кр и стал л и ч еск и й  (игол- 

к и )/о р ан ж ев ы й 50 0

8
10% раствор  рей- 
н еката  ам м о н и я а м о р ф н ы й /р о зо в ы й 50 0

а м о р ф н ы й /р о з о в ы й ^  
ф и олетовы й 50 0

П р и м еча н и е:  « - »  -  отсутствие осадка,
« ^ »  -  переход о к р аш и ван и я  осадка.

В табл. 2 приведены результаты реакций метформина г/х и основания метформина с 
хромогенными реактивами.

Т абл и ц а  2

Результаты реакций обнаружения метформина хромогенными реактивами

№
п /п Реактив

М етф орм и н а  г /х М етф орм и н а  основание

о к р аш и ва
н ие

предел  об н а
руж ен и я, м к г о к раш и ван и е п редел  о б н а

руж ен и я, м к г
1 H 2SO4 конц . - - - -
2 H N O 3 конц . - - - -
3 М арки - - - -
4 Фреде - - - -
5 М ан дел и н а - - - -
6 Л и б ер м ан а - - - -
7 Э рдм ан а - - - -

8
0 ,5 % раствор  н и тр ата  к о 
бал ьта - - розовое 10

9
0 ,5 % раствор  р о д ан и д а  к о 
бал ьта розовое 10 розовое 10

10
12 ,5 % раствор  CuSO 4+10 М 
N aO H

ф иолетовое
г р о з о в о е 10

ф иолетовое
г р о з о в о е 10

11

10% раствор  н итроп руссида 
н а т р и я + 10% раствор  ф ер р и - 
ц и ан и д  к а л и я + 10 % раствор 
N aO H

красное 5 красное 5

12
10% раствор  н итроп руссида 
н а т р и я + 10% раствор  N aO H розовое 5 розовое 5

13 С акагучи розовое 1 розовое 1

14 10% раствор  FeCl3 - - - -

15
5 7% раствор  H ClO 4+ 0 ,5 % 
раствор  н и тр и та  н атр и я  
(97:3)

- - - -

16
0 ,5 % раствор  н и н ги д р и н а  в 
H Cl развед .+ ац етон  (1:10) - - - -

П р и м еча н и е:  « - »  -  отсутствие ок раш и ван и я , 
« ^ »  -  переход о к р аш и ван и я .
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Установлено, что с общими хромогенными реактивами 1-7 , 14-16 (табл. 2), которые при
меняют для обнаружения большинства лекарственных и психоактивных веществ, препарат не 
дает окрашенных продуктов реакции. Отрицательный результат этих реакций также имеет су
дебно-токсикологическое значение при ХТА на токсикант неизвестной природы. Вместе с тем, 
метформина г/х и основание метформина дают окрашенные продукты реакции с реактивами
9 -13. Наиболее чувствительными среди них выявлены реактивы 11-13, а специфическими -  ре
активы 11 и 13, которые могут быть использованы для обнаружения препарата в различных 
объектах ХТА. Следует отметить, что реактив 8 дает окрашивание только с основанием метфор- 
мина. Это может быть использовано только для обнаружения препарата в экстрактах из биоло
гического материала.

Для подтверждения результатов обнаружения метформина в объектах ХТА осадитель
ными и хромогенными реактивами использованы инструментальные методы анализа: 
УФ-спектроскопия и ВЭЖХ. Исследуемые образцы препарата имеют Лмакс. 232±2 нм в соответ
ствии с данными [11]. Время удерживания исследуемых образцов метформина в условиях мето
да ВЭЖХ составляет 2,4 мин. [13].

Выводы .
Методом ионно-обменной хроматографии получено основание метформина и изучены 

его физико-химические свойства. Предложены условия изолирования метформина в виде ос
нования из биологических объектов методом жидкость-жидкостной экстракции, обеспечиваю
щих практический выход токсиканта до 80%. Стандартизированы образцы метформина г/х и 
метформина основания. Разработаны химические методы обнаружения метформина, выделен
ного из объектов ХТА различной природы. Выявлены реактивы, имеющие судебно
токсикологическое значение при отрицательном результате реакции.
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THE DEVELOPMENT AND STANDARDISATION OF DETERMINATION METHODS 
OF METFORMIN FOR FORENSIC TOXICOLOGICAL RESEARCH

V.Yu. MOSKALENKO This article presents the data on the development and
S.I. MERZLIKIN standardization of determination methods of metformin for fo

rensic toxicological research, based on the application of settling
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