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Резюме. Данная работа посвящена разработке эффективной методики количественного опре-
деления вальпроевой кислоты в сыворотке крови методом газовой хроматографии с масс-спектро-
метрическим детектированием. В ней представлены различные методы пробоподготовки, хрома-
тографические и спектральные характеристики вальпроевой кислоты, а также последовательность 
действий при проведении количественного анализа.
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Resume. This work is devoted to the development of effective method of determination of valproic 
acid in serum by gas chromatography with mass spectrometric detection. It presents various methods of 
sample preparation, chromatographic and spectral characteristics of valproic acid, as well as a sequence of 
actions for conducting an assay.
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Актуальность. На сегодняшний день вальпроевая кислота (ВК) является одним 
из основных препаратов, используемых в области неврологии при терапии парциаль-
ных и генерализованных эпилептических приступов и синдрома Леннокса-Гасто, а 
также в психиатрической области для лечения маниакальных приступов биполяр-
ного аффективного расстройства в виде монотерапии и в комбинации с другими ле-
карственными средствами для лечения шизофрении. Терапия данных заболеваний с 
использованием вальпроевой кислоты имеет ряд сложностей. Существует необходи-
мость подбора эффективной и хорошо переносимой дозы путем титрования, что тре-
бует простого и доступного метода анализа. Также пациенты, вынужденные прини-
мать данный препарат, находятся в «хрупком» психическом состоянии, при котором 
высок риск отравлений с целью суицида и летального исхода вследствие передози-
ровки [1, 2, 3, 4].

Цель: разработать высокочувствительную методику количественного опреде-
ления ВК в биологических жидкостях методом газовой хроматографии с масс-спек-
трометрическим детектированием без предварительной дериватизации, а также опре-
делить наиболее оптимальные условия пробоподготовки.

Задачи: 
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1. Определить условия для проведения пробоподготовки различными методами 
(твердофазная, твердо-жидкостная и жидкость-жидкостная экстракция), а также выя-
вить наиболее оптимальный способ пробоподготовки.

2. Построить калибровочный график для проведения дальнейшего анализа.
3. Установить условия хроматографирования для вальпроевой кислоты и прора-

ботать методику количественного определения.
Материал и методы. Были использованы следующие реактивы и органические 

растворители: вода очищенная, хлористоводородная кислота концентрированная, 
фосфатный буферный раствор (pH 7), в качестве образца ВК – Энкорат Хроно (таблет-
ки, п.о., 500 мг); для твердофазной экстракции использовали патроны EVIDEX-BOX 
50% 3 ml, 200 mg (Agilent, USA), для твердо-жидкостной – колонки Extrelut NT3, для 
жидкость-жидкостной – смесь хлороформа (10 ч.) и этилацетата (2 ч.). Анализ проб 
проводили на газовом хроматографе Agilent 6890N Network GC System с масс-спек-
трометрическим детектором Agilent 5975C VL MSD.

Модельные пробы с ВК в количестве 15 и 30 мг/л, готовили на сыворотке крови 
пациентов, не принимающих антиконвульсанты, и использовали их при построении 
градуировочного графика, разработке методик выделения из биологического мате-
риала, а также определения вальпроевой кислоты методом газовой хроматографии с 
масс-спектрометрическим детектированием.

Жидкость-жидкостная экстракция. 4,0 мл анализируемой сыворотки помеща-
ли в делительную воронку, добавляли 50 мкл 6М HCl и 4,0 мл смеси хлороформ : 
этилацетат (10:2). Проводили 30 инверсий в течение 5 мин. После экстракции отбира-
ли 3,0 мл органической фазы, центрифугировали (1500 об/мин, 5 мин), фильтровали 
через бумажный фильтр в выпарительную чашку, затем испаряли растворитель в токе 
воздуха.

Твердофазная экстракция. Кондиционирование сорбента осуществляли после-
довательным пропусканием через картридж 4 мл 95% этанола и 4 мл дистиллирован-
ной воды. Далее загружали 4,0 мл модельной сыворотки крови со скоростью 1 мл/
мин, после чего сорбент промывали 2,0 мл 10% раствора этанола со скоростью 3 мл/
мин. Сушку патрона проводили под вакуумом в течение 20 минут. Элюировали ВК 
двукратным пропусканием через патрон смеси растворителей: хлороформ: этилаце-
тат (10:2) по 2 мл; затем испаряли в токе воздуха, предварительно добавив к элюату 
100 мкл 1% раствора уксусной кислоты в этаноле.

Твердо-жидкостная экстракция. 4,0 мл модельной сыворотки крови наносили 
на диатомовый сорбент со скоростью 1 мл/мин, после чего проводили сушку патрона 
под вакуумом в течение 20 минут. Элюировали ВК смесью хлороформ: этилацетат 
(10:2) по 4,0 мл; затем испаряли в токе воздуха, предварительно добавив к элюату 100 
мкл 1% раствора уксусной кислоты в этаноле. Сухие остатки реэкстрагировали в 500 
мкл хлороформа и последовательно вводили в испаритель хромато-масс-спектроме-
тра.
Табл. 1. Газохроматографические и масс-спектральные характеристики ВК

Соединение m/z и интенсивности ос-
новных ионов, %

Время удержи-
вания, мин

Интервал регистра-
ции ионов, мин
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Вальпроевая 
кислота 73,00; 102,00; 57,10; 54,95 8,522 8,30 – 8,70

Калибровочный график строили методом интегрированной линейной зависимо-
сти (количественное определение проводили с использованием ПЭВМ и программно-
го обеспечения G1701DA MSD ChemStation.).

Рис. 1 – Калибровочный график зависимости отклика прибора от концентрации ВК

Полученный градуировочный график является линейными в диапазоне концен-

траций 0,05 – 4,0 мкг/л. Коэффициент корреляции графика составил r2= 0,992.
Результаты и их обсуждение. Предел обнаружения (LOD) вальпроевой кисло-

ты составил 0,001 мкг/л; предел количественного определения (LOQ) – 0,01-4,0 мкг/л. 
Максимальные внутрисерийные погрешности определения анализируемых веществ 
не превышают 12,9% для концентраций выше 0,10 мкг/л.

После проведения ГХ/МС анализа вальпроевой кислоты различной концентра-
ции с тремя методами пробоподготовки были получены данные относительно кон-
центрации ВК в элюате. Наглядно они представлены в сводной таблице и выражены в 
процентном соотношении.

Табл. 2. Концентрация ВК в элюате

Метод пробоподготовки Количество ВК, 
мг/л

Процент извлечения из сорбента, 
%
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Жидкость-жидкостная экс-
тракция

15 0
30 0,023

Твердофазная экстракция 15 60,0
30 73,0

Твердо-жидкостная экстрак-
ция

15 98,0
30 97,6

Выводы:
1 Вальпроевая кислота является сложным объектом для количественного опре-

деления в биологических жидкостях. Перспективным является усовершенствование 
существующей методики, а также поиск новых направлений в данной области анали-
за.

2 Использование твердофазной EVIDEX – Box (Agilent, USA) и твердожидкост-
ной экстракции EXtrelut® NT (Merck, Germany) наиболее приемлемо для изолирова-
ния вальпроевой кислоты из биологического материала для количественной оценки в 
ходе лекарственного мониторинга.

3 Разработана методика количественного определения вальпроевой кислоты 
методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием.
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