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Введение
Вальпроевая (2 пропил-пентановая) кислота изве-

стна как эффективное противоэпилептическое сред-

ство простой химической структуры. Она практически

прозрачна для ультрафиолетовых лучей, потому ее оп-

ределение традиционными хроматографическими ме-

тодами с УФ детектированием затруднено. Предприни-

мались попытки определения вальпроевой кислоты без

дериватизации (Lovett et all, 1987), с постколоночной

(Farinotti, Mahuzier, 1979) и предколоночной деривати-

зацией (Gupta et all, 1979; Kline et all, 1982; Moody and

Allan, 1983; Nakamura et all, 1984) с целью получения

производных, хорошо поглощающих в УФ спектре. Из-

вестны также методы получения флюоресцирующих

производных вальпроевой кислоты (Liu et all, 1992;

Hara et all, 1999), причем, некоторые из них хорошо

поглощают в УФ спектре (Liu et all, 1992). Эти методы

сложны, продолжительны и требуют специального

оборудования. Главная же проблема дериватизацион-

ных технологий – невысокая воспроизводимость. Она

определяется двумя факторами: стабильностью

экстракции и стабильностью дериватизации. В класси-

ческом варианте вальпроевую кислоту экстрагируют из

подкисленной сыворотки в малополярный органичес-

кий растворитель типа этилацетата или дихлорметана

(Farinotti, Mahuzier, 1979; Kline et all, 1982). Затем раст-

воритель упаривают и проводят дериватизацию, как

правило, в безводном ацетонитриле. Однако, Liu et all.

(1992) справедливо указывают на такое важное свой-

ство вальпроевой кислоты как летучесть. Поэтому ме-

тоды жидко-жидкостной экстракции вряд ли можно

считать адекватными. Другая проблема возникающая

в этой связи – дериватизация разных доз стандартов

вальпроата in vitro, которая необходима для отработки

параметров дериватизационной реакции и как рефере-

нтный метод для оценки степени экстракции. Водные

стандарты дериватизируются плохо, спиртовые – нем-

ногим лучше, упаренные – непредсказуемо. В ацето-

нитриле вальпроевая кислота растворяется плохо.

С учетом изложенных проблем, мы попытались разра-

ботать относительно надежные методы экстракции

и дериватизации: твердофазную микроэкстракцию

вальпроевой кислоты из сыворотки без упаривания

и последующую дериватизацию с помощью фенацил

бромида. В качестве прототипа дериватизационной ре-

акции, мы использовали модифицированный метод

получения фенацильных производных вальпроевой

кислоты (Nakamura et all, 1984). Кроме того, нами пред-

ложен новый внутренний стандарт – β-липоевая кис-

лота и проведена оценка его пригодности в этом каче-

стве для рутинных клинических анализов вальпроата

в сыворотке и слюне. 
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Предложен ВЭЖХ метод определения вальпроевой кислоты в биологических жидкостях, реализованный на стан7

дартном хроматографическом оборудовании. Разработана твердофазная микроэкстракция вальпроевой кислоты из

сыворотки, слюны и спинномозговой жидкости на картриджах с 50 мг LiChroprep RP718. В качестве внутреннего

стандарта предложена β7липоевая кислота. Дериватизация производилась с помощью фенацил бромида в присут7

ствии триэтиламина при 80 ± 2°С в течение 30740 мин. Хроматографическое разделение фенацильных производных

реализовано на коротких колонках (50 × 4 мм) с Диасфер С
16

5 µ. УФ детекция при 254 нм. Элюент: ацетонитрил –

вода (70:30, v/v) + 1% изопропанола. Времена удерживания фенацильных производных липоевой и вальпроевой кислот

составили 1.96 и 3.13 мин, соответственно. Степень выхода вальпроевой кислоты (экстракция + дериватизация) не

менее 96%. Коэффициент вариации для стандартной дозы липоевой кислоты составил 6.7 %, для вальпроевой – 5.2%.

Чувствительность (предел детекции) составила около 10 нг для фенацилвальпроевой и около 15 нг – для фенацилли7

поевой кислот при соотношении сигнал/шум > 3. Метод пригоден для рутинного клинического мониторинга вальпро7

евой кислоты. 
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Методы исследования
Реактивы. Дериватизационный реагент – фенацил

бромид (или α-бромацетофенон, Fluka, Germany) раст-

воряли в безводном ацетонитриле, 5 мг/мл, хранили

при +40С в темных флакончиках (сохраняется более 1

месяца). Триэтиламин (ICN, USA) получали в готовом

виде и хранили при комнатной температуре в герметич-

ной таре. Ацетонитрил (Криохром, Санкт-Петербург),

метанол и изопропанол (Fluka) квалификации «ОСЧ»

и HPLC-grade, соответственно. Дихлорметан квалифи-

кации «ХЧ» (Вектон, Санкт-Петербург), фосфорная

(ортофосфорная) кислота квалификации Puriss (Fluka).

Базовые растворы стандартов – натриевой соли вальп-

роевой кислоты (Sigma, USA) и β-липоевой кислоты

(ICN) - готовили на бидистиллированной воде в конце-

нтрации 1000 нг/мкл и хранили в холодильнике при

+40С. Рабочие растворы готовили в день исследования

разбавлением базовых бидистиллированной водой

и добавляли к 0.5 мл бланковой сыворотки в концент-

рациях 3125, 6250, 12500, 25000 и 50000 нг (объем каж-

дой дозы 50 мкл, терапевтическая концентрация вальп-

роата 50-100 мкг/мл, чему соответствуют 25000

и 50000 нг в 0.5 мл сыворотки). Липоевую кислоту до-

бавляли к 0.5 мл бланковой сыворотки или сыворотки

пациента в стандартной дозе – 50000 нг (50 мкл базово-

го раствора).

Аппаратура и оборудование. УФ детектор Uvidec 100

(Jasco, Japan), насос высокого давления Marathon-2

(Rigas Labs, Greece-USA), инжектор Rheodyne 7725i

(USA), модуль давления Alltech (USA), компьютер Pen-

tium-MMX с хроматографической программой «Муль-

тихром», версия 1.43 (Амперсанд, Москва). Аналити-

ческая колонка 50 × 4 мм с Диасфер-110-С
16

5 мкм,

3200-3500 ТТ (БиоХимМак, Москва). Экстракционные

картриджи на основе 3-мл полипропиленовых шпри-

цов с фторопластовыми фильтрами (Supelco, USA),

упакованные 50 мг LiChroprep RP-18, 40-63 мкм

(Merck, Germany) по собственной технологии. Для вы-

сушивания сорбента картриджей использовали безмас-

ляный насос с регулируемым вакуумом Millipore (USA).

Дериватизацию с одновременным упариванием реаген-

тов проводили в термостате Boekel Scientific (USA). 

Результаты и их обсуждение
Экстракция. К 0,5 мл сыворотки пациента или блан-

ковой сыворотки с добавленными стандартами, поме-

щенных в 1,5 мл полипропиленовую пробирку, добав-

ляли 20 мкл концентрированной фосфорной кислоты

и 50 мкл липоевой кислоты (внутренний стандарт, IS).

Осторожно перемешивали и выдерживали 5 мин перед

аппликацией в картридж. При анализе вальпроата

в слюне, ее собирали в 15-мл полипропиленовые про-

бирки, замораживали-оттаивали, центрифугировали

5 мин при 2000 g и далее обрабатывали аналогично сы-

воротке. Картридж регенерировали последовательно

0,5 мл дихлорметана (или хлороформа), 0.5 мл метано-

ла, 0.5 мл воды и 0.5 мл смеси вода – концентрирован-

ная H
3
PO

4
(1:0.04, v/v1). Пропускали забуференную сы-

воротку через картридж самотеком и промывали его

0.2 мл смеси вода – метанол (4:1, v/v). Высушивали сор-

бент картриджа под вакуумом (-15 mmHg) в течение

2 мин и элюировали вальпроевую кислоту и IS 0,4 мл

безводного ацетонитрила в стеклянный флакончик

(∅=10 мм, h=20 мм). 

Дериватизация. К 0,4 мл ацетонитрила добавляли

0,2 мл раствора фенацил бромида и 0,1 мл триэтилами-

на (схема дериватизационной реакции на рис. 1). Фла-

кончики помещали в термостат при 80 ± 2°С и выдер-

живали до полного испарения летучих компонентов (не

менее 30 минут). Сухой остаток растворяли в 100 мкл

ацетонитрила и 5 мкл вводили в петлю инжектора.

Хроматография. Колонка 50 × 4 мм, Диасфер-110-

C
16

5 µ, УФ детекция при 254 нм, элюент ацетонитрил-

вода (70:30, v/v/) + 1% изопропанола, скорость потока

800 мкл/мин, давление 350 psi. Типичная хроматограм-

ма представлена на рис. 2.

Оценивать степень экстракции необходимости не

было: бланковая сыворотка и сыворотка пациентов об-

рабатывались одинаково и одновременно. Картриджи

предварительно тестировали, пропуская стандартные

дозы липоевой и вальпроевой кислот. Если разброс по

степени выхода (экстракция + дериватизация) превы-

шал 10%, то такие картриджи выбраковывали. Коэф-

фициент вариации для стандартной дозы липоевой

кислоты составил 6,7%, для вальпроевой – 5,2 %. Вы-

ход (экстракция + дериватизация) разных доз вальпро-

евой и липоевой кислоты из бланковой сыворотки

представлен на рис. 3. 

В рутинных клинических исследованиях калибро-

вочные кривые достаточно корректировать 1-2 раза

в месяц, а построение их, равно как и расчет концент-

раций, легко реализуются с помощью хроматографи-

ческой программы «Мультихром».

Чувствительность (предел детекции) составила око-

ло 10 нг для фенацилвальпроевой и около 15 нг – для

фенациллипоевой кислот при соотношении сиг-

нал/шум > 3. Этого вполне достаточно для анализа

вальпроевой кислоты в сыворотке и слюне.

Добавление к сыворотке перед экстракцией фос-

форной кислоты преследует две цели: высвобождение

вальпроевой кислоты из связи с белками плазмы, сте-

пень связывания которой может превышать 90% (Batti-

no et all, 1995) и улучшение ее сорбции на картридже

при низком рН (2-3). Для стабилизации адсорбции

к сыворотке, наряду с фосфорной кислотой, можно до-

бавить 5% метанола. Регенерацию картриджа в этом

случае надо проводить той же смесью, состоящей из во-

ды, фосфорной кислоты и метанола. Разбавление сы-

воротки перед экстракцией кислыми буферными раст-

ворами, мы не рекомендуем. Хотя в этом случае

1 Volume/volume, т.е. соотношения по объемам.
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скорость загрузки картриджа возрастает, возможен

«проскок» вальпроевой кислоты и IS, которые являют-

ся полярными соединениями. Для минимизации

экстракционных потерь, следует избегать лишних про-

мывок картриджа – для этого вполне достаточно 0,2 мл

20% водного метанола. Просушка картриджа перед фи-

нальным элюированием – обязательное условие после-

дующей успешной дериватизации. Оптимальное время

просушки под вакуумом 2-3 мин, удлинение времени

до 5 мин и более, может сопровождаться потерей ве-

ществ, особенно при невысокой влажности окружаю-

щего воздуха. В среднем картридж выдерживал 8-10

экстракций без потери эффективности. Критерием

смены картриджа служило резкое замедление скорости

потока из-за забивки фильтров биоматриксом.

Приведенные параметры дериватизационной реак-

ции можно считать оптимальными: 30-40 мин вполне

достаточно для относительно полной дериватизации,

тем более что стандарты и экстракт биопробы находят-

ся в одинаковых условиях. Важное значение имеет вы-

бор посуды: дериватизационная реакция должна прой-

Рис. 1. Схема дериватизации вальпроевой кислоты. Рис. 2. Хроматограммы экстрактов бланковой сыворотки (А),
бланковой сыворотки с добавленным внутренним стандартом – ли+
поевая кислота 2500 нг (Б) и сыворотки пациента, получающего
600 мг вальпроата натрия в сутки (В). Рассчитанная концентрация
вальпроевой кислоты – 53 мкг/мл (терапевтические 50+100
мкг/мл). Степень выхода 96% (экстракция + дериватизация). Объ+
ем микроинъекции 5 мкл (соответствует 0,025 мл сыворотки).

Рис. 3. Экспоненциальная зависимость между исходными дозами вальпроевой и липоевой кислот и амплитудой пика дериватизирован+
ных стандартов (фенацилвальпроевая и фенациллипоевая кислоты).
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ти до того, как полностью испарятся компоненты.

К примеру, если проводить ее в конических 10-мл цент-

рифужных пробирках, то при той же температуре ее

продолжительность составляет 75-80 мин, а выход фе-

нацил вальпроата возрастает в 1.3-1.4 раза. Испарять

досуха не обязательно, важно чтобы конечный объем,

в котором растворяется экстракт, составлял 100 мкл.

Фенацильные производные вальпроевой и липоевой

кислот практически не улетучиваются при испарении.

Тем не менее, выбор параметров термостата существен-

но сказывается на результатах дериватизации: в нем не

должно быть движения воздуха, должен обеспечивать-

ся равномерный прогрев посуды и желательно, чтобы

он был оснащен пассивной вытяжкой (триэтиламин –

пахучее и коррозирующее соединение).

Хроматографический анализ фенацилвальпроата

обычно производят на стандартных колонках длиной

100-250 мм и диаметром 4-4,6 мм (Gupta et all, 1979;

Moody and Allan, 1983; Nakamura et all, 1984). Однако

для этих целей вполне подойдут колонки длиной 50 мм,

упакованные любым обращенно-фазным сорбентом

(С
16

или С
18

). При этом существенно сокращается вре-

мя анализа и регенерации колонки. Проблем с разделе-

нием фенацильных производных липоевой и вальпрое-

вой кислоты не возникает (α = 1,6). Полный хроматог-

рафический цикл около 10 мин: около 3 мин уходит на

разделение IS и вальпроата и около 7 мин на регенера-

цию перед следующим анализом. В конце работы ко-

лонку рекомендуется промыть тем же элюентом и дроб-

ными порциями изопропанола в течение 15-20 мин до

стабилизации нулевой линии на исходном уровне. 

Предложенный метод в течение нескольких лет ис-

пользуется в нашей лаборатории и хорошо зарекомен-

довал себя в качестве рутинного при проведении тера-

певтического лекарственного мониторинга.

Экстракция занимает около 10 мин, дериватизация 30-

40 мин, полный хроматографический цикл около

10 мин. Одновременно можно обрабатывать до 20 би-

опроб. Метод пригоден для анализа вальпроевой кис-

лоты в сыворотке крови, слюне и спинномозговой жид-

кости. Использование коммерчески доступного

внутреннего стандарта позволяет скорректировать по-

тенциальные потери вещества при экстракции и дери-

ватизации. К достоинствам предлагаемого метода сле-

дует отнести возможность его реализации на

стандартном хроматографическом оборудовании.
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