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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТОРАСЕМИДА В БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЯХ МЕТОДОМ 

ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИЕЙ С 
ПРЕДВАРИТЕЛЬНЫМ ФЕНОЛ-ИНДУЦИРОВАННЫМ МИЦЕЛЛЯРНО-

ЭКСТРАКЦИОННЫМ КОНЦЕНТРИРОВАНИЕМ 
 

 
Разработана методика определения торасемида в моче методом обращено-

фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) с предварительным 
мицеллярно-экстракционным концентрированием. Количественное извлечение препарата 
достигается при использовании более гидрофобных модифицированных фенолом 
мицеллярных фаз неионогенного поверхностно-активного вещества (НПАВ). В 
оптимальных условиях, концентрирование с 80 мл пробы в присутствии 8·10-3 моль/л 
Triton X-100 и 8·10-2 моль/л фенола предел обнаружения торасемида составляет 
1.1 мкмоль/л.  

Ключевые слова: мицеллярная экстракция, концентрирование, неионогенное 
поверхностно-активное вещество, фенол, высокоэффективная жидкостная 
хроматография, моча. 
 

Розроблена методика визначення торасеміду у сечі методом обернено-фазової 
високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ) з попереднім міцелярно-екстракційним 
концентруванням. Показано, що кількісне вилучення препарату досягається при 
використанні більш гідрофобних модифікованих фенолом міцелярних фаз неіоногенної 
поверхнево-активної речовини (НПАР). В оптимальних умовах, концентрування з 80 мл 
проби в присутності 8·10-3 моль/л Triton X-100 та 8·10-2 моль/л фенолу межа виявлення 
торасеміду становить 1.1 мкмоль/л.  

Ключові слова: міцелярна екстракція, концентрування, неіоногенна поверхнево-
активна речовина, фенол, високоефективна рідинна хроматографія, сеча. 
 

 Procedure for determining torasemide in urine by reversed-phase high-performance 
liquid chromatography (HPLC) with preconcentrating by micellar extraction was developed. It 
was shown that the quantitative recovery of the preparation was attained using hybrophobic 
micellar phases of non-ionic surfactant (NS) modified with phenol. Under the optimal condition, 
preconcentration of 80 mL of sample in the presents of 8·10-3 Mol L-1 Triton X-100 and 8·10-2 
Mol L-1 phenol permitted the detection of 1.1 Mol L-1 torasemide.  

Key words: micellar extraction, preconcentrating, non-ionic surfactant, phenol, high-
performance liquid chromatography, urine. 
 

Введение 
Торасемид - N1–(изопропил-N3–4–(3–метилфениламино)–3 – пиридил–сульфонил 

мочевина) сильный петлевой диуретик, использующийся в лечении отеков, связанных с 
застоем крови при сердечной недостаточности [1]. Диуретический эффект препарата 
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связан с угнетением реабсорбции ионов натрия и хлора в почках [1, 2]. Кроме того, 
торасемид часто используется для маскирования следов применения других лекарств [3]. 
Препарат выводится преимущественно (75%) почками в виде метаболитов и только на 25% в 
неизмененном виде [1, 2]. Низкое содержание торасемида в моче при его использовании не 
позволяет определить его прямыми хроматографическими методами без 
предварительного концентрирования [1-3]. Поэтому актуальной задачей является 
разработка методики определения микроколичеств торасемида в моче для клинической, 
судебной и спортивной медицинской экспертизы.  

Для концентрирования торасемида из биологических жидкостей наиболее часто 
применяют экстракцию органическими растворителями [3-5]. Однако, недостатком таких 
методик, в первую очередь, являются невысокие коэффициенты концентрирования, 
неполнота извлечения, значительная трудоемкость и недостаточная экобезопасность. 
Эффективным современным методом концентрирования является мицеллярная 
экстракция микрокомпонентов фазами неионогенных ПАВ при температуре помутнения 
[6-8]. Перспективность применения мицеллярно-экстракционного концентрирования 
обуславливается высокой селективностью, эффективностью и достижением высоких 
коэффициентов концентрирования при использовании небольших объемов пробы [9-11]. 
Кроме того, мицеллярная экстракция легко сочетается с физико-химическими и 
физическими методами анализа, что способствует эффективному использованию метода 
при разработке гибридных аналитических методик [12-14].  

Растворимость неионогенных ПАВ в воде обусловлена образованием водородных 
связей между атомами кислорода полиоксиэтиленовой цепи НПАВ и молекулами воды 
[15]. При нагревании водных растворов неионогенных ПАВ выше некоторой 
температуры, температуры помутнения (Тп), эти связи разрушаются, и в системе 
происходит фазовое расслоение.  

 
Однако необходимость нагревания системы сужает круг анализируемых 

микрокомпонентов вследствие вероятности протекания гидролиза, испарения, 
термического разложения и т.д. [7]. Поэтому поиск рациональных гидротропных добавок, 
введение которых в растворы НПАВ снижает температуру помутнения, представляется 
целесообразным и оправданным. Одним из наиболее эффективных гидротропов является 
фенол [10-12]. Фенол способен образовывать конкурентные водородные связи с 
оксиэтиленовой цепью НПАВ, что уменьшает растворимость НПАВ и способствует 
фазообразованию при комнатной температуре [16-18].  

 
Перспективность применения фенол-индуцированной мицеллярной экстракции 

обусловливается не только снижением Тп, но и возможностью концентрировать легко-
гидролизирующееся катионы металлов, летучие органические соединения, лекарственные 
вещества с биологических проб. Кроме того, введение фенола позволяет регулировать 
лиофильность мицеллярных фаз. 
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Экспериментальная часть 
 

Аппаратура и условия хроматографирования. В работе использовали 
хроматограф Shimadzu CBM-20A с УФ-детектором SPD-20A. Хроматографическая 
колонка (4.6×150 мм) была наполнена обращено-фазным сорбентом YMC-Pack Pro C18 с 
размером частиц 5 мкм. В качестве элюента использовали смесь ацетонитрила для 
хроматографии (Sigma-Аldrich) и воды (удельное сопротивление 18.2 МОм×см, 
деионизированная на установке EASYpure II, Barnstead). Элюирование проводили в 
режиме линейного градиента: 

  
t, мин Вода, % (об.) Ацетонитрил, % (об.) 
0.01 100 0 
6.00 0 100 
11.00 0 100 

 
Скорость потока элюента - 2 мл/мин. Объем вводимой пробы (инжектор Rheodyne, 

петля) – 20 мкл. УФ-детектирование проводили при длине волны 285 нм. В качестве 
аналитического сигнала использовали высоту пика (mV).  

Кислотность растворов измеряли с помощью рН-метра “рН-340” со стеклянным 
электродом ЭСЛ-43-07.  

Реагенты и растворы. В качестве неионогенного ПАВ использовали препарат 
Triton X-100 (“Merck”) – 4-(1,1,3,3-тетраметилбутил) фенил - полиэтиленгликоль (4-
(С8Н17)С6Н4(ОСН2СН2)10ОН). Растворы Triton X-100 готовили растворением навески 
препарата в дистиллированной воде. Использовали препарат торасемида с содержанием 
основного вещества 99.9% (ЗАО «Борщаговский фармацевтический завод»). Растворы 
торасемида готовили растворением навески препарата в мицеллярном растворе НПАВ. 
Использовали фенол квалификации ч.д.а, ацетонитрил для хроматографии производства 
Sigma-Аldrich, дистиллированную воду для приготовления растворов и воду с удельным 
сопротивлением 18.2 МОм×см, деионизированную на установке EASYpure II, Barnstead 
для приготовления элюента.  

Методика. 80 мл мочи центрифугировали, переносили в стакан объемом 150 мл, 
добавляли 400 мг препарата Triton X-100, 600 мг фенола и перемешивали до полного 
растворения реагентов. С помощью НСІ устанавливали рН раствора 5.0. Полученный 
раствор нагревали на водяной бане до температуры помутнения (22С). Температуру 
раствора контролировали термометром, погруженным в стакан. При достижении Тп 
наблюдали характерную опалесценцию растворов и выдерживали систему при этой 
температуре 15 мин до полного расслоения фаз. Плотность мицеллярной фазы несколько 
выше плотности воды, поэтому мицеллярная фаза НПАВ собиралась на дне цилиндра. 
После охлаждения растворов водную фазу отделяли декантацией. Мицеллярную фазу 
(VМФ 0.8 мл) разбавляли дистиллированной водой до 1 мл и проводили определение 
торасемида методом ВЭЖХ. Содержание торасемида в пробе находили по 
градуировочному графику.  

 
Результаты и их обсуждение 

 
Свойства и возможность хроматографического определения торасемида. 

Структурная формула торасемида, а так же параметр его гидрофобности, выраженный как 
коэффициент распределения в системе 1 - октанол-вода (logPow) и показатели констант 
диссоциации (pKa), рассчитанные при помощи программы ACD Labs 4.0, представлены в 
табл. 1. В соответствии с представленными в таблице данными в диапазоне 3<рН<5 в 
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растворе преобладает молекулярная форма торасемида. При рН меньше 3, препарат 
находится в протонированной форме, а при рН больше 5 в диссоциированой форме.  

Таблица 1 
Структурная формула и свойства торасемида 

 

Торасемид 
logPow = 2.30 
pKa

1 = 3.13 ± 0.50 (расч.) 
pKa

2 = 4.89 ± 0.38 (расч.) 
N
H

N

S O
NH O

NH

O

 
 

В работе оценили возможность совместимость использованной системы НПАВ – 
фенол с методом ВЭЖХ определения торасемида. Хроматограмма торасемида в 
присутствии фенола и Triton X-100 характеризуется тремя симметричными пиками: время 
выхода торасемида из колонки – 6.18 мин; фенола - 5.76 мин; НПАВ – 9.09 мин, рис. 1.  

 
 

Рис. 1. Фрагмент хроматограммы раствора торасемида в Triton X-100 в присутствии 
фенола. СТХ-100=3·10-2 моль/л, СPh-OH=5·10-2 моль/л, СТОР=2·10-3 моль/л.  

 
 Существенное отличие времён выходов компонентов системы в условиях 
храматографирования дало возможность качественного разделения пиков и определения 
торасемида в фенол-индуцированной мицеллярно-экстракционной системе.    

 
Фазовое расслоение в растворах неионогенного ПАВ Triton X-100 в 

присутствии торасемида. Потенциально, каждый из распределяемых в мицеллярно-
экстракционной системе субстратов способен изменять температуру помутнения 
растворов НПАВ. Введение в 3·10-2 моль/л раствор Triton X-100 5·10-2 моль/л фенола 
снижает температуру помутнения с 66С до 45С. При этом, объем формирующейся с 10 
мл 3·10-2 моль/л раствора НПАВ мицеллярной фазы составляет  0.8 мл, а в присутствии 
фенола 0.6 мл.  

Введение в 3·10-2 моль/л раствор Triton X-100 1·10-3 моль/л торасемида в интервале 
2<рН<6 практически не влияет на значение Тп (рис.2, кривая 1). Однако при рН>6 
наблюдается увеличение температуры помутнения растворов НПАВ, что вызвано 
диссоциацией торасемида и образованием более гидрофильной анионной формы 
субстрата. Солюбилизация анионной формы торасемида приводит к увеличению значения 
Тп. Введение в систему 5·10-2 моль/л фенола способствует уменьшению температуры 
помутнения, однако характер зависимости Тп=f(рН) остается неизменным (рис. 2, 
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кривая 2). Примечательно, что добавки торасемида при концентрации  1·10-3 моль/л на 
объем мицеллярных фаз Triton X-100 в обеих изученных системах не влияют.  
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Рис. 2. Зависимость температуры помутнения растворов Triton X100 в присутствии 
торасемида (1); фенола и торасемида (2) от рН. СТХ-100=3·10-2 моль/л, СPh-OH=5·10-2 моль/л, 
СТОР=1·10-3 моль/л. 

 
Мицеллярно-экстракционное извлечение торасемида. Степень извлечения 

торасемида в мицеллярную фазу с индивидуальных 2%-ных растворов Triton X-100 в 
интервале 4<рН<6 составляет 89% (рис. 3, кривая 1). С другой стороны, в присутствии 
5·10-2 моль/л фенола наблюдается практически полное (98%) мицеллярно-
экстракционное извлечение вещества (рис. 3, кривая 2). Большая эффективность 
извлечения гидрофобного субстрата при введении фенола объясняется разными 
лиофильными свойствами образующихся мицеллярных фаз [16]. Ранее установлено, что 
фенол-индуцированные мицеллярные фазы характеризуются более гидрофобными 
свойствами по сравнению с фазами, формирующимися из растворов НПАВ без фенола 
[17]. Торасемид является гидрофобным субстратом (logPow = 2.30) и поэтому более 
эффективно переходит в гидрофобную фенол-индуцированную мицеллярную фазу.       
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Рис. 3. Зависимость степени извлечения торасемида в мицеллярную фазу Triton X-100 от 
рН в отсутствие (1) и в присутствии фенола (2). СТХ-100=3·10-2 моль/л, СPh-OH=5·10-2 моль/л, 
СТОР=1·10-3 моль/л, V0=10 мл. 
 

Уменьшение эффективности извлечения торасемида при рН<4 обусловлено 
увеличением доли гидрофильной протонированной формы субстрата, что слабо 
экстрагируется (рис. 3). С другой стороны, уменьшение эффективности экстракции 
торасемида при рН>6 обусловлено диссоциацией лекарственного вещества с 
образованием анионной формы.  
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При изучении влияния концентрации НПАВ в исходном растворе установлено, что 
 97%-ное извлечение торасемида в фенол-индуцированные мицеллярные фазы 
Triton X-100 наблюдается при содержании НПАВ в интервале 2·10-2 - 8·10-2 моль/л. 
Уменьшение содержания Triton X-100 в растворе при постоянной концентрации 
торасемида несколько снижает эффективность мицеллярно-экстракционного извлечения 
субстрата, что можно объяснить недостаточной солюбилизационной емкостью 
разбавленных растворов НПАВ.  

Следует отметить, что величина отношения объемов исходного раствора и объема 
фазы НПАВ (К=V0/VМФ), которая определяет возможность абсолютного 
концентрирования в методе мицеллярной экстракции, является максимальной именно для 
разбавленных растворов [18, 19]. В работе изменяли объем исходного раствора (объем 
пробы) в интервале 10-80 мл, а также варьировали концентрацию Triton X-100 в исходном 
растворе в диапазоне  8·10-3 - 3·10-2 моль/л. Установлено, что увеличение объема 
исходного раствора при соответственном пропорциональном уменьшении концентрации 
НПАВ обеспечивает увеличение коэффициента концентрирования (К). Максимальное 
значение К наблюдается для 8·10-3 моль/л растворов НПАВ при объеме исходного 
раствора 80 мл. Из 80 мл 8·10-3 моль/л растворов Triton X-100 в присутствии 8·10-2 моль/л 
фенола выделяется 0.6 мл мицеллярной фазы. После разбавления фазы до 1 мл такая 
система обеспечивает 80-кратное концентрирование определяемого компонента. При 
этом, фазообразование в растворах наблюдается при комнатной температуре (22С), что 
обеспечивает дополнительные преимущества при работе с лабильными объектами анализа 
(моча, плазма крови и т.п.).  
 Установлено, что в оптимальных условиях концентрация торасемида не влияет на 
мицеллярно-экстракционное извлечение препарата в фазу НПАВ. На основе полученных 
данных были разработаны условия определения торасемида в моче методом обращено-
фазной ВЭЖХ с предварительным фенол-индуцированным мицеллярно-экстракционным 
концентрированием.  

Методика была проверена методом “введено-найдено” при определении 
содержания торасемида в модельных растворах и апробирована при определении добавок 
торасемида в моче, табл. 2.   

 Таблица 2 
Результаты определения торасемида в модельных растворах и добавок препарата в 

моче по разработанной методике (Р=0.95, n=4) 
 

Проба Введено, мкмоль/л Найдено, мкмоль/л Sr* 

5,7 5,7 ± 0,4 0,049 Модельне растворы 

14,4 14,3 ± 0,9 0,041 

5,7 5,7 ± 0,4 0,049 Моча 

22,9 22,9 ± 1,6 0,045 

* - относительное стандартное отклонение 
 

Выводы 
Таким образом, в работе показано, что количественное извлечение торасемида 

достигается при использовании гидрофобных фенол-индуцированных мицеллярных фаз 
неионогенного ПАВ Triton X-100. На основе полученных результатов разработана 
методика обращеннофазного ВЭЖХ определения торасемида в моче с предварительным 
мицеллярно-экстракционным концентрированием в присутствии фенола. Методика была 
проверена методом “введено-найдено” при анализе модельных растворов и апробирована 
при определении добавок торасемида в моче 
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