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Исследованы особенности изолирования 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)пропана (бенсултапа) из 
искусственных смесей с тканью гнилостно измененной печени этилацетатом в режиме инфузии. Для извлечения 
75,39-75,42 % 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)-пропана этилацетатом из гнилостно измененной печени 
необходимо двукратное настаивание биологической матрицы с этилацетатом при соотношении масс изолирующей 
жидкости и биологического объекта 2:1 и продолжительности каждого этапа инфузии 30 минут. Очистка выделенного 
вещества от эндогенных веществ биоматрицы осуществляется методом макроколоночной хроматографии (неподвиж-
ная фаза – силикагель L 40/100 мкм, элюенты – гексан и смесь гексан-диоксан-пропанол-2 (8:3:0,6)). Разработана ме-
тодика определения 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)пропана (бенсултапа) в ткани гнилостно изменен-
ной печени с использованием варианта нормальнофазовой ВЭЖХ. Методика валидирована по показателям линейно-
сти, правильности, прецизионности, стабильности. Пределы обнаружения и количественного определения  
2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)пропана составляют соответственно 3,15∙10-6 г и 4,0∙10-6 г в 1 г биома-
териала. 

Ключевые слова: 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)-пропан (бенсултап), изолирование, очистка, 
идентификация и определение, валидация. 

 
DEVELOPMENT AND VALIDATION OF PROCEDURE FOR DETERMINING 2-DIMETHYLAMINO-1.3-BIS-
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Special features of isolating ethyl acetate of 2-dimethylamino-1.3-bis-(phenylsulfonylthio) propane (bensultap) from its 

artificial mixtures with the putrefied liver tissue upon infusion mode have been investigated. Double infusion of biological 
matrix with ethyl acetate at a mass ratio of isolation liquid to biologic object 2:1 and the 30 minutes running time of each infu-
sion stage were necessary to isolate 75.39-75.42 % of 2-dimethylamino-1.3-bis-(phenylsulfonylthio) propane (bensultap) from 
putrescent liver. Purification of the isolated substance from endogenous compounds has been carried out by the method of mi-
cro-column chromatography (stationary phase - silica gel L 40/100 μm, eluents - hexane and a mixture of hexane-dioxane-
propanol-2 (8: 3: 0.6)). The procedure for determining 2-dimethylamino-1.3-bis-(phenylsulfonylthio) propane (bensultap) in 
the putrefied liver tissue f by using normal-phase HLPC variant has been worked out. The procedure proposed has been vali-
dated by criteria of linearity, trueness, precision, and stability. Detection limit and quantitation limit for 2-dimethylamino-1.3-
bis-(phenylsulfonylthio) propane were correspondently 3.15 10-6 g and 4.0 10-6 g per 1 g of biomaterial. 

Keywords: 2-dimethylamino-1.3-bis-(phenylsulfonylthio) propane (bensultap), isolation, purification, identification and 
assay, validation. 

2-Диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонил-
тио)пропан (1,3-бис(бензолсульфонилсульфанил)-
N,N-диметилпропан-2-амин); устоявшееся назва-
ние бенсултап; торговые наименования: банкол, 
Ambcb5157213, дибензолсульфонат нереистокси-
на, BRN 2228033, виктенон, рубан (далее по тек-
сту – 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П) – биологически ак-
тивное соединение антихолинэстеразного дей-
ствия, обладающее свойствами инсектицида [3, 4, 
9]. 

2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П – это белое с незна-
чительным коричневатым оттенком кристалличе-
ское вещество (температура плавления 84-85оС). 
2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П плохо растворим в воде 
(при 30оС 0,7-0,8 г/л), а также в кисло-водных 
растворах. Хорошую растворимость (при 25оС 

˃1000 г/кг) вещество обнаруживает в трихлорме-
тане, ацетонитриле и диметилкетоне. При 25оС 
растворимость (г/кг) 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П в 
метаноле составляет 25, в этаноле – 13, в гек-
сане – 0,17 [8, 10, 16]. 

2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П оказывает токсиче-
ское действие на теплокровные организмы. LD50 
при введении данного соединения внутрижелу-
дочно крысам немного превышает 1 г/кг. Регу-
лярно отмечаются случаи отравления людей  
2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П и рядом близких к нему 
по структуре и свойствам веществ [11, 12]. 

Определенный процент отравлений рассмат-
риваемым веществом заканчивался летальным 
исходом. Отравления 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П со 
смертельным исходом отмечены в странах Цен-



Фармацевтические науки 

122 

тральной Азии, Индокитая, ряде европейских 
государств [13-15]. 

Несколько летальных исходов от отравления 
данным соединением зарегистрировано в Цен-
трально-Черноземном регионе Российской Феде-
рации, а также на территории Республики Украи-
на. В районе г. Киева за период с 1993 по  
2013 год пятая часть всех отравлений приходи-
лась на отравления 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П [1, 2, 
5]. 

Наличие многочисленных отравлений  
2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П на территории Россий-
ской Федерации, многих стран Азии и Европы 
позволяет считать данное вещество важным объ-
ектом судебно-химического анализа и делает не-
обходимым изучение особенностей его изолиро-
вания из биологических объектов, очистки и 
определения. 

Продолжают оставаться малоизученными не-
которые направления судебно-химического ана-
лиза 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П, состоящие в разра-
ботке методик его определения в тканях органов, 
подвергшихся гнилостным изменениям, и вали-
дации этих методик.  

Цель настоящего исследования – разработка 
методики определения 2-диметиламино-1,3-бис-
(фенилсульфонилтио)пропана в ткани гнилостно 
измененной печени и валидация разработанной 
методики. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 

Объект исследования – 2-диметиламино-1,3-
бис-(фенилсульфонилтио)пропан) (2-ДМА-1,3-
бис-(ФСТ)П), ч., СОП 342-034-2003, не менее 
97% основного компонента. Структуру данного 
соединения отражает формула: 

 
Принимая во внимание данные ранее прове-

денных экспериментальных исследований, в ка-
честве оптимального изолирующего агента был 
выбран этилацетат, позволяющий достигать вы-
соких значений степени извлечения соединений с 
невыраженными кислотно-основными свойства-
ми, к которым относится и 2-ДМА-1,3-бис-
(ФСТ)П, а также обеспечивающий получение до-
статочно чистых извлечений из биологических 
тканей [6]. 

Для проведения экспериментов готовили ис-
кусственные смеси 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П с тка-

нью гнилостно измененной печени (содержание 
исследуемого вещества 0,1%) и оставляли их на 
90 мин при 18–22оС. 

2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П дважды по 45 минут 
извлекали из приготовленных биологических 
объектов этилацетатом в режиме инфузии при 
массовом соотношении «изолирующий агент – 
ткань печени» 2:1. Первое и второе извлечения 
объединяли, часть общего извлечения наносили в 
виде полосы на линию старта пластины 
«Сорбфил» ПТСХ-АФ-А-УФ и хроматографиро-
вали, используя подвижную фазу гексан-диоксан-
пропанол-2-ацетон (8:3:0,8:0,8).  

При проявлении хроматограмм в УФ-свете 
(λ = 254 нм) на них обнаруживались темные пятна 
с Rf = 0,56±0,03, соответствующие 2-ДМА-1,3-
бис-(ФСТ)П. Фрагмент пластины с пятном иссле-
дуемого вещества вырезали из пластины и элюи-
ровали вещество 95% этанолом в течение 15 ми-
нут. Интенсивность поглощения элюата измеряли 
при длине волны 255 нм на приборе СФ-46 в кю-
вете с толщиной рабочего слоя 10 мм. Количество 
извлечённого из ткани гнилостно измененной пе-
чени 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П рассчитывали, ис-
пользуя уравнение градуировочного графика. По 
приведенной схеме исследовали влияние на пол-
ноту извлечения анализируемого соединения из 
искусственных смесей с тканью гнилостно изме-
ненной печени ряда факторов (продолжительно-
сти каждого этапа настаивания, соотношения 
масс изолирующей жидкости и биологического 
объекта, кратности настаивания). 

В найденных оптимальных условиях изуча-
лась зависимость степени извлечения 2-ДМА-1,3-
бис-(ФСТ)П от его содержания в биологической 
ткани. Для исследования брали искусственные 
смеси с содержанием аналита 0,005-0,2%.  

Проводили исследования по определению оп-
тимальных условий очистки 2-ДМА-1,3-бис-
(ФСТ)П от возможных эндогенных веществ био-
матрицы в макроколонке 160×10 мм силикагеля L 
с размерами частиц 40-100 мкм при использова-
нии мало- и среднеполярных подвижных фаз. 
Присутствие 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П во фракци-
ях обнаруживали методом ТСХ в соответствии с 
приводимыми выше условиями. 

Для идентификации и количественного опре-
деления 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П применяли вари-
ант нормальнофазовой ВЭЖХ, используя колонку 
размерами 64 мм×2 мм с сорбентом «Силасорб- 
600» и прибор «Милихром», снабженный  
УФ-детектором). 

На основе предварительных исследований 
разрабатывалась методика определения 2-ДМА-
1,3-бис-(ФСТ)П в ткани гнилостно измененной 
печени и проводилась валидация по установлен-
ным правилам [7].  
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Установлено, что достаточно полно 2-ДМА-

1,3-бис-(ФСТ)П изолируется из ткани гнилостно 
измененной печени этилацетатом уже в условиях 
двукратного настаивание биоматериала с изоли-
рующим агентом, если на каждом этапе изолиро-
вания масса изолирующей жидкости превышает 
массу биологического объекта как минимум в два 
раза, а продолжительность каждого этапа состав-
ляет не менее 30 мин. 

Оптимальные условия хроматографирования 
анализируемого соединения в макроколонке си-
ликагеля типа «L» состоят в том, что через ко-
лонку вначале пропускают неполярный гексан, 
после выхода 20 мл гексана его слой над поверх-
ностью сорбента удаляют, а в колонку начинают 
подавать систему растворителей гексан – диоксан 
– пропанол-2 (8:3:0,6). С момента начала подачи 
системы начинается сбор фракций элюата по 2 мл 
каждая. 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П элюируется 
фракциями с 11 по 14 (21-28 мл). 

Для определения 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П ме-
тодом ВЭЖХ в качестве подвижной фазы пред-
ложена смесь растворителей гексан-диоксан-
пропанол-2 (15:5:1). Скорость элюирования –  
100 мкл/мин, скорость ленты самописца –  
720 мм/час, масштаб регистрации – 0,8 ед.о.п., 
аналитическая длина волны – 256 нм.  

При воспроизведении предложенных условий 
время удерживания рассматриваемого вещества 
составляет 6,36 мин, относительное удерживание 
– 1,53, коэффициент емкости – 3,04, число теоре-
тических тарелок – 2257. 

Результаты определения степени извлечения 
2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П из искусственных смесей 
при содержании аналита в биоматериале  
0,01-0,2% представлены в табл. 1. 

Как свидетельствуют полученные данные, 
предлагаемые условия позволяют выделить из 
ткани гнилостно измененной печени 75, 39-75,  
42% 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П от первоначально 
внесенных количеств. 

На основе предварительных исследований 
разработана методика определения 2-ДМА-1,3-
бис-(ФСТ)П в ткани гнилостно измененной пече-
ни с использованием метода нормальнофазовой 
ВЭЖХ. 

Методика определения 2-ДМА-1,3-бис-
(ФСТ)П в ткани гнилостно измененной печени.  
10 г ткани гнилостно измененной печени, содер-
жащей анализируемое соединение, 30 минут 
настаивали с 20 г этилацетата при периодическом 
перемешивании. Извлечение отделяли от твердых 
частиц биоматериала, а процесс настаивания по-
вторяли в описанных условиях. Оба извлечения 
объединяли, фильтровали через безводный суль-
фат натрия (толщина слоя 1-1,5 см), слой сульфа-
та натрия промывали 10 г этилацетата. Фильтрат 
и промывную жидкость объединяли в выпари-
тельной чашке, растворитель испаряли в токе 
воздуха при температуре 18-22оС.  

Полученный остаток растворяли в 4 мл три-
хлорметана, 2 мл раствора смешивали с 1 г сили-
кагеля L 40/100 мкм и удаляли трихлорметан из 
сорбента в токе воздуха. 

В стеклянную колонку размером 490×10 мм 
помещали вначале 9 г силикагеля L 40/100 мкм, а 
потом, поверх сформированного слоя, помещали 
1 г силикагеля L 40/100 мкм, содержащего  
2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П, добавленный в виде 
трихлорметанового раствора. Процесс элюирова-
ния и сбора фракций элюата осуществляли по 
приведенной выше схеме. Фракции с 11 по 14 
включительно сливали вместе в выпарительную 
чашку и удаляли элюент в токе воздуха при тем-
пературе 18-22оС. Остаток растворяли в 5 мл ди-
оксана. 2,0 мл полученного диоксанового раство-
ра вносили в выпарительную чашку и упаривали 
в токе воздуха при комнатной температуре до су-
хого остатка. Остаток растворяли в смеси 1,0 мл 
диоксана и 0,2 мл пропанола-2, к раствору при-
бавляли 3 мл гексана, переносили в мерную колбу 
вместимостью 5 мл и доводили содержимое кол-
бы до метки системой растворителей гексан-
диоксан-пропанол-2 (15:5:1). 16 мкл содержи-
мого колбы вводили в хроматограф. 

Таблица 1 
Результаты определения степени извлечения 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)пропана 

этилацетатом из ткани гнилостно измененной печени после очистки методом макроколоночной 
хроматографии (n=5, P=0,95) 

Содержание 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)-
пропана в ткани гнилостно измененной печени, % 

Степень извлечения, % 
х  S S х  х  

0,2 74,01 2,49 1,11 3,10 
0,1 73,66 2,71 1,21 3,37 
0,04 73,44 2,85 1,27 3,53 
0,02 72,91 3,31 1,48 4,12 
0,01 72,20 3,77 1,68 4,70 
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Рис. 1. Хроматограмма (ВЭЖХ) 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонил-тио)пропана (1), извлечен-

ного из ткани гнилостно измененной печени, в присутствии тетраметилтиурамдисульфида (внутренний 
стандарт) (2). 

 

 
Рис. 2. Градуировочный график зависимости площади хроматографического пика (S, см3) от концен-

трации 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)пропана в ткани гнилостно измененной печени  
(С, мкг/г). 

 
2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П идентифицировали 

по времени удерживания (6,36±0,05). Хромато-
грамма исследуемого соединения, извлеченного 
из ткани гнилостно измененной печени, в присут-
ствии внутреннего стандарта изображена на 
рис. 1.  

Оценку количественного содержания объекта 
исследования в биоматрице проводили, принимая 
во внимание площадь хроматографического пика 
и используя уравнение градуировочного графика. 

Валидационные мероприятия. Проводили ва-
лидационные мероприятия для разработанной 
методики по параметрам линейности, правильно-

сти, прецизионности, селективности, пределов 
обнаружения и определения.  

Линейность. В рамках каждого аналитическо-
го цикла готовили искусственные смеси биомате-
риала (ткани гнилостно измененной печени) и  
2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П с содержанием исследу-
емого вещества 4,0, 6,25, 12,5, 20, 40, 50, 70, 80 и 
100 мкг/г, после чего их выдерживали 90 минут 
при 18-22оС. Через указанный промежуток вре-
мени изолировали 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П из ис-
кусственных смесей, подвергали очистке, а затем 
идентифицировали и количественно определяли 
по указанной выше схеме. 
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Таблица 2 
Отклонения найденных концентраций градуировочных смесей с тканью гнилостно измененной печени 

от истинного содержания в них 2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио)пропана 

Истинное содержание 2-диметиламино-1,3-бис-
(фенилсульфонилтио)-пропана, мкг/г 

Найденное содержание 
2-диметиламино-1,3-бис-

(фенилсульфонилтио)-пропана мкг/г 

Относительная 
погрешность, % 

4 4,7161 17,90 
6,25 7,0499 12,80 
12,5 12,4920 -0,001 
20 19,3920 -3,04 
40 42,4130 6,03 
50 44,5327 -10,94 
70 74,0870 5,84 
80 75,1906 -6,01 

100 102,7992 2,80 
Допустимые пределы: для наименьшей концентрации линейного диапазона – не более 20%, для остальных 

концентраций линейного диапазона – не более 15% 
 

Таблица 3 
Оценка правильности и прецизионности методики определения 2-диметиламино-1,3-бис-

(фенилсульфонилтио)пропана в ткани гнилостно измененной печени с использованием нормальнофазовой 
ВЭЖХ 

Внесено аналита, мкг в 1 г 
биоматрицы 

Найдено, мкг в 1 г 
биоматрицы 

Относительная 
погрешность, % 

Метрологические характеристики 

Исследование в первый день 
12,5 12,64 7,28 х =13,41; S=1,0729; 

S х =0,4798; 

х = 1,3338;  = 9,95; Sr = 8,00% 

12,5 13,88 
12,5 14,95 
12,5 12,22 
12,5 13,36 
40 38,66 -6,18 х =37,528; S=2,1435; 

S х =0,9586; 

х = 2,6649;  = 7,10; Sr = 5,7117% 

40 34,58 
40 40,33 
40 36,85 
40 37,22 
80 75,63 -8,58 х =73,134; S=3,5594; 

S х =1,5918; 

х = 4,4252;  = 6,05; Sr = 4,8670% 

80 77,89 
80 72,34 
80 69,49 
80 70,32 

Исследование в последующий день 
12,5 14,8 12,51 х =14,064; S=1,1949; 

S х =0,5344; 

х = 1,4855;  = 10,56; Sr = 8,495% 

12,5 13,04 
12,5 12,64 
12,5 15,48 
12,5 14,36 
40 43,39 4,23 х =41,692; S=2,4458; 

S х =1,0938; 

х = 3,0408;  = 7,29; Sr = 5,866 % 

40 39,16 
40 44,85 
40 39,54 
40 41,52 
80 76,25 -7,46 х =74,036; S=3,7479; 

S х =1,6761; 

х = 4,6596;  = 6,29; Sr = 5,062% 

80 78,94 
80 72,26 
80 69,15 
80 73,58 
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Для разработки градуировочной модели ис-
пользовали результаты 5 параллельных измере-
ний каждой концентрации из 5 разных аналити-
ческих циклов. Рассчитанное уравнение градуи-
ровочного графика имеет вид: S= k·С+b = 
0,060836·C+0,018226, где S – площадь пика,  
С – концентрация 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П в био-
материале, мкг/г. Градуировочный график пред-
ставлен на рис. 2. 

Коэффициент корреляции (r) равен 0,99562. 
Методика приемлема по показателю линейности. 

Отклонения рассчитанных концентраций гра-
дуировочных смесей вещества с тканью гнилост-
но измененной печени от реального содержания в 
них 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П представлены в  
табл. 2. 

Правильность и прецизионность. Правиль-
ность и прецизионность оценивали на основе 
объединенной выборки результатов анализа хо-
лостых образцов биоматериала со стандартными 
добавками исследуемого вещества.  

При этом готовили искусственные смеси тка-
ни гнилостно измененной печени и 2-ДМА-1,3-
бис-(ФСТ)П с нижним, средним и высоким уров-
нями содержания вещества (соответственно 12,5, 
40 и 80 мкг/г). 

Приготовленные искусственные смеси сохра-
няли 90 минут при 18-22оС. Затем образцы под-
вергали анализу (проведение 5 параллельных из-
мерений) в рамках двух аналитических циклов 
(исследование в первый и последующий дни) по 
описанной выше схеме. 

Количество 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П в образ-
цах рассчитывали исходя из площади хромато-
графического пика, при использовании уравнения 
градуировочного графика и делали пересчет на 
навеску. 

Результаты определения правильности и пре-
цизионности разработанной методики приведены 
в табл. 3. 

Приводимые в таблице данные подтверждают 
соответствие методики выбранным для оценки 
параметрам.  

Селективность. По 6 образцов ткани гни-
лостно измененной печени, не содержащих ана-
лизируемое вещество, и по 6 образцов ткани гни-
лостно измененной печени с введенным стандар-
том 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П в интервале концен-
траций 7,5∙10-6-8,0∙10-5 г/г исследовали по предла-
гаемой схеме. На хроматограммах извлечений из 
биоматериала, не содержащего 2-ДМА-1,3-бис-
(ФСТ)П, отсутствовали пики со значениями вре-
мени удерживания, совпадающими с временем 
удерживания аналита или близкими к этому зна-
чению. Это характеризует методику как селек-
тивную.  

Предел обнаружения 2-ДМА-1,3-бис-(ФСТ)П 
в ткани гнилостно измененной печени равен 
3,15∙10-6 г/г, предел количественного определе-
ния – 4,0∙10-6 г/г.  

На основании проведенных исследований 
можно сделать следующие выводы: 

1. Показана целесообразность изолирования 
2-диметиламино-1,3-бис-(фенилсульфонилтио) 
пропана этилацетатом из ткани гнилостно изме-
ненной печени в режиме инфузии. Установлены 
оптимальные параметры извлечения аналита вы-
бранным растворителем.  

2. Предложен вариант исследования ткани 
гнилостно измененной печени с целью подтвер-
ждения присутствия в ней рассматриваемого со-
единения на основе изолирования этилацетатом, 
очистки посредством макроколоночной адсорб-
ционной хроматографии на силикагеле  
L 40/100 мкм, идентификации и количественного 
определения методом ВЭЖХ.  

3. Предложенная методика отвечает установ-
ленным критериям линейности, правильности, 
прецизионности, селективности. Пределы обна-
ружения и количественного определения (ПО и 
ПКО) составляют соответственно 3,15∙10-6 г/г и 
3,15∙10-6 г/г биоматериала. 
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