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Цель: разработка методики изолирования и идентификации рифабутина для химико-токсикологического 
анализа из биологического материала. 

Материалы и методы. Для анализа использовали субстанцию рифабутина, капсулы «Фарбутин», содержа-
щие рифабутина 150 мг, спирт этиловый 95%, хлористоводородной кислоты раствор 0,1 М, натрия гидроксида рас-
твор 0,1 М, воду очищенную, аммиака раствор 10%, растворы аммония сульфата 20%, аммония сульфата насыщен-
ный, натрия сульфата 5%, натрия сульфата насыщенный, натрия хлорида 20%, натрия хлорида насыщенный. Орга-
нические растворители: бензол, дихлорметан, диэтиловый эфир, толуол, хлороформ, этилацетат. Определение рН 
проводили с помощью универсального ионометра Ит-1101. Изолирование проводили методом жидкость-
жидкостной экстракции, обнаружение и количественное определение – спектрофотометрическим методом в уль-
трафиолетовой области. Измерение оптической плотности проводили на спектрофотометре СФ-2000 в кюветах с 
толщиной слоя 1 см. 

Результаты. В ходе исследования были изучены оптические свойства рифабутина, спектры поглощения, ха-
рактеризующиеся двумя полосами поглощения при 231±2 нм и 279±2 нм, определены оптимальные растворители 
спирт этиловый 95% и хлористоводородной кислоты раствор 0,1 М, концентрация 0,002%. Экспериментально изу-
чено влияние различных факторов на экстракцию рифабутина из водных растворов. Наибольшая степень извле-
чения достигается дихлорметаном при рН 2, в присутствии натрия хлорида насыщенного раствора, однократно в 
течение 3 минут.  

Заключение. Разработаны методики изолирования и количественного определения рифабутина методом 
УФ-спектрофотометрии в извлечениях из биологических жидкостей и органов. 
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Терапия туберкулеза с каждым годом 
усложняется. Возникает множество штаммов, 
обладающих резистентностью к тем или иным 
противотуберкулезным препаратам. Введение 
в схему лечения резервных препаратов увели-
чивает частоту возникновения серьезных неже-
лательных побочных реакций в виду их боль-
шей токсичности по сравнению со средствами 
основного ряда. К ним относится объект насто-
ящего исследования полусинтетический анти-
биотик группы ансамицинов – рифабутин. 
По структуре он представляет собой спиропипе-
ридильное производное рифамицина S. Это 
красно-фиолетовый порошок, растворим в хло-
роформе и метиловом спирте, плохо растворим 
в этиловом спирте, практически нерастворим 
в воде. Структурная формула представлена 
на рисунке 1. 

Рифабутин широко применяется в качестве 
альтернативы рифампицину, а также предпо-
чтителен для лечения туберкулеза у ВИЧ-
инфицированных, как наиболее совместимый 
с антиретровирусной терапией [3, 5, 6]. 

Противотуберкулезные препараты обладают 
высокой токсичностью, и длительный прием 
зачастую неблагоприятно сказывается на состо-
янии печени и почек. В случае рифабутина, ко-
торый метаболизируется и выводится преиму-
щественно в виде метаболитов почками, это 
значительно повышает риск случайных отрав-
лений. Случаи острого отравления встречаются 
при нарушении режима дозирования или 
умышленного приема завышенной дозы с суи-
цидальной целью [4-8, 11, 12].  

Для диагностики острого отравления чаще 
всего используются биологические жидкости – 
моча, слюна, плазма крови. Применение в каче-
стве объектов для химико-токсикологического 
анализа легких и печени при летальном исходе 
обусловлено распределением и метаболизмом 
исследуемого препарата. Проведенный анализ 
литературы показал, что методики химико-
токсикологического анализа отсутствуют, что 
делает разработку методик извлечения, каче-
ственного и количественного определения ри-
фабутина в объектах биологического происхож-
дения актуальной задачей. 
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Рис. 1. Структурная формула рифабутина. 

Fig. 1. Structural formula of Rifabutin. 
 
Цель исследования – разработать методику 

изолирования, идентификации и количествен-
ного определения рифабутина из биологическо-
го материала. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Объекты исследования – субстанция рифа-

бутина и капсулы «Фарбутин» 150 мг, отвечаю-
щие требованиям нормативной документации 
(ФСП № 42-13146-04 и ФСП № 42-12153-02). Ис-
пользуемые реактивы: вода очищенная, спирт 
этиловый 95%, набор органических растворите-
лей (бензол, дихлорметан, толуол, хлороформ, 
диэтиловый эфир, этилацетат), хлористоводо-
родной кислоты раствор 0,1 М (приготовлен из 
фиксанала), аммония гидроксида раствор 10%, 
набор электролитов (растворы аммония сульфа-
та 20%, натрия сульфата 5%, натрия хлорида 20%, 
аммония сульфата насыщенный, натрия суль-
фата насыщенный, натрия хлорида насыщен-
ный). Контроль величины рН осуществляли с 
помощью универсального иономера ИТ-1101 
(ООО «Измерительная техника», г. Москва). 

Основной метод извлечения – жидкость-
жидкостная экстракция (ЖЖЭ). Идентификацию 
и количественное определение осуществляли 
с применением хроматографии в тонком слое 
сорбента (ТСХ) и спектрофотометрии в УФ обла-
сти [2]. 

Подбор оптимальных условий изолирования 
производили на этанольном растворе, содержа-
щем 0,01 г/мл рифабутина, варьируя значения-
ми рН от 2 до 12 путем добавления хлористово-
дородной кислоты раствора 0,1 М и аммония 
гидроксида раствора 10%. Экстрагировали пор-
циями различных органических растворителей 
и испаряли при комнатной температуре досуха. 

Для идентификации аналита методом тон-
кослойной хроматографии наносили извлече-
ния на пластинки Сорбфил, высушивали. Хро-
матографировали восходящим методом, ис-
пользуя систему толуол-ацетон-аммиака рас-
твор концентрированный 25% (5:10:0,2). Способ 
проявления – облучение в УФ свете (254 нм). 

Обнаружение рифабутина осуществляли ме-
тодом УФ-спектрофотометрии в растворах сухих 
остатков, приготовленных по следующей мето-
дике: к сухому остатку добавляли в 10 мл 95% 
спирта этилового, 1 мл полученного раствора 
переносили в мерную колбу вместимостью 50 
мл и объем раствора доводили до метки хлори-
стоводородной кислоты раствором 0,1 М. Сни-
мали УФ-спектры на приборе СФ-2000 в кювете с 
толщиной слоя 10 мм в диапазоне длин волн 
200-400 нм. Раствором сравнения выступал хло-
ристоводородной кислоты раствор 0,1 М. 

Количественное содержание рифабутина 
определяли по стандартному образцу, измеряя 
оптическую плотность испытуемого раствора и 
раствора стандартного образца (РСО) рифабути-
на в кювете с толщиной слоя 10 мм при длине 
волны 279 нм. 

В качестве стандартного использовали рас-
твор 0,002% рифабутина. Около 0,05 г (точная 
навеска) субстанции рифабутина растворяли 
в спирте этиловом 95% в мерной колбе вмести-
мостью 100 мл. Переносили 1 мл приготовлен-
ного раствора в мерную колбу вместимостью 
25 мл и доводили объем до метки хлористово-
дородной кислоты раствором 0,1 М. 

Для приготовления модельных смесей био-
логических объектов использовали спиртовой 
раствор, содержащий 0,02 г/мл; 0,04 г/мл или 
0,06 г/мл рифабутина соответственно. Модель-
ные образцы биожидкостей готовили, добавляя 
к 15 мл или 10 мл спиртового раствора рифабу-
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тина в различных концентрациях 0,06 г/мл; 
0,04 г/мл или 0,02 г/мл соответственно 5 мл 
предварительно замороженной на 24 часа слю-
ны, 15 мл плазмы или 35 мл мочи. Смеси вы-
держивали в течение суток при комнатной тем-
пературе. Затем в модельных смесях слюны 
осаждали белки раствором 50% трихлоруксусной 
кислоты, центрифугировали и отделяли 
от осадка, модельные смеси плазмы крови цен-
трифугировали и далее использовали надоса-
дочную жидкость, модельные смеси мочи филь-
тровали. 

Модельные смеси легких и печени готовили, 
прибавляя к 25 г органа 15 мл спиртового рас-
твора препарата в вышеописанных концентра-
циях, и оставляли на сутки при комнатной тем-
пературе. Последующую пробоподготовку осу-
ществляли согласно методикам А.А. Васильевой, 
В.Ф. Крамаренко и Стаса-Отто. 

Далее применяли разработанную методику: 
1 мл извлечения из модельной смеси переноси-
ли в пробирку, доводили рН до 2 мл хлористо-
водородной кислоты раствором 0,1М, добавляли 
1 мл натрия хлорида раствора насыщенного и 
экстрагировали дихлорметаном однократно 
в течение 3 минут. 

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили с использованием паке-
та программ для Windows XP (Microsoft Excel) и 
с применением t-критерия Стьюдента. Различия 
считали достоверными при доверительной ве-
роятности p<0,05. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Идентификацию рифабутина методом тон-
кослойной хроматографии проводили в системе 
толуол-ацетон-аммиак раствор концентриро-
ванный 25% (5:10:0,2) восходящим методом. Зна-

чение Rf пятна стандартного образца свидетеля 
рифабутина соответствовало 0,61±0,01. 

Идентификацию и количественное опреде-
ление осуществляли методом УФ-спектро-
фотометрии. УФ-спектр поглощения рифабути-
на (рис. 2) характеризуется несколькими поло-
сами поглощения, максимумы отмечаются при 
длинах волн: 210±1 нм, 231±1 нм и 279±1 нм 
(рН 1,7); 233±1 нм и 277±1 нм (рН 3,4); 212±1 нм, 
231±1 нм и 277±1 нм (рН 4,5) и 218± 1 нм, 
231±1 нм и 283±1 нм (рН 12,6). В качестве опти-
мальных растворителей выбраны спирт этило-
вый 95% и хлористоводородной кислоты раствор 
0,1 М, обеспечивающие оптимальную раствори-
мость препарата и стабильность раствора. 
По калибровочному графику определена опти-
мальная концентрация раствора – 0,002%. Экспе-
риментально подобрана аналитическая длины 
волны – 279±1 нм. 

С целью разработки методики изолирования 
рифабутина из биологических объектов было 
изучено влияние различных факторов на извле-
чение препарата методом жидкость-жидкостной 
экстракции из водных растворов. На первом 
этапе экстракцию рифабутина проводили с ис-
пользованием бензола, дихлорметана, диэтило-
вого эфира, толуола, хлороформа и этилацетата 
при значениях рН в диапазоне 2-12. Графически 
результаты влияния органических растворите-
лей и рН среды на полноту экстракции рифабу-
тина представлены на рисунке 3. Наибольший 
выход достигается при экстракции дихлормета-
ном при рН 2. 

Следующий фактор, способный увеличить 
переход рифабутина в органическую фазу, вы-
саливающее действие электролитов. Было изу-
чено влияние шести растворов: аммония суль-
фата 20%, натрия сульфата 5%, натрия хлорида 
20%, аммония сульфата насыщенный, натрия 
сульфата насыщенный и натрия хлорида насы-
щенный.  
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Рис. 2. УФ-спектр поглощения 0,002% раствора рифабутина в  различных растворителях. 
Fig. 2. UV absorption spectrum of 0.002% rifabutin solution in various solvents. 
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Рис. 3. Влияние органического растворителя и рН среды на экстракцию рифабутина. 

Fig. 3. The effect of an organic solvent and the medium pH on rifabutin extraction. 
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Рис. 4. Влияние электролита на экстракцию рифабутина из водных растворов.  

Fig. 4. The effect of the electrolyte on rifabutin extraction from aqueous solutions.  
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Таблица 1 
Table 1 

Результаты влияния времени экстракции на изолирование рифабутина 
Results of the effect of extraction time on rifabutin isolation 

Время, мин 
Time, min 

3 5 7 

Степень извлечения, % 
Degree of extraction, % 

98.86±2.7 98.47±2.1 98.45±2.4 

 
Таблица 2 

Table 2 
Результаты влияния кратности на изолирование рифабутина 

Results of the effect of multiplicity on the isolation of rifabutin 

Кратность 
Multiplicity 

Однократно 
Once 

Двукратно 
Twice 

Трехкратно 
Triple 

Степень извлечения, % 
Degree of extraction, % 

98.80±1.9 98.64±2.3 98.70±2.5 

 
Таблица 3 

Table 3 
Результаты изолирования рифабутина из модельных образцов биологических жидкостей  

методом УФ-спектрофотометрии 
Results of rifabutin isolation from model samples of biological fluids by UV spectrophotometry 

Объект 
Object 

Внесено, г 
Entered, g 

n f  ̅ S2 S Sx ΔX E,% CV 

Моча 
Urine 

0.3 6 5 82.10 1.02 1.01 0.41 1.06 1.29 0.01 
0.6 6 5 83.02 1.79 1.34 0.55 1.41 1.69 0.02 
0.9 6 5 84.45 0.88 0.94 0.38 0.99 1.17 0.01 

Слюна 
Saliva 

0.3 6 5 78.28 3.79 1.95 0.79 2.04 2.61 0.02 
0.6 6 5 81.68 2.34 1.53 0.63 1.61 1.97 0.02 
0.9 6 5 78.82 1.89 1.37 0.56 1.44 1.83 0.02 

Плазма крови 
Blood plasma 

0.3 6 5 73.07 2.11 1.45 0.59 1.52 2.08 0.02 
0.6 6 5 80.11 1.30 1.14 0.47 1.19 1.51 0.01 
0.9 6 5 78.98 1.74 1.32 0.54 1.38 1.75 0.02 

 
Наибольший высаливающий эффект оказы-

вало добавление насыщенного раствора натрия 
хлорида, что увеличивало степень извлечения 
до 98,7% (рис. 4). 

Далее экспериментально изучалось влияние 
времени и кратности экстракции на степень из-
влечения вещества. Увеличение длительности и 
кратности экстракции не приводит к значи-
тельному увеличению степени извлечения. Ре-
зультаты представлены в таблицах 1 и 2 соот-
ветственно. 

Таким образом, степень изолирования ри-
фабутина из водных растворов составила 98,8% 
при экстракции дихлорметаном (рН 2) в присут-
ствии натрия хлорида насыщенного раствора 
в течение 3 минут однократно. 

На основании полученных данных была 
разработана методика изолирования из биоло-
гических жидкостей (слюна, плазма крови, мо-
ча) и органов животного происхождения (пе-
чень, легкие). Степень экстракции оценивали 

УФ-спектрофотометрическим методом. Все по-
лученные результаты статистически обрабаты-
вались и представлены в таблицах 3 и 4. 

Данные, представленные в таблицах 3 и 4, 
свидетельствуют о том, что с использованием 
разработанных условий обнаруживается 
82,10-84,45% рифабутина в модельных смесях 
мочи, 78,28-81,78% – в модельных смесях слюны 
и 73,07-80,11% – в модельных смесях плазмы 
крови.  

Из модельных смесей печени методом 
А.А. Васильевой изолируется 65,35-67,88%, мето-
дом В.Ф. Крамаренко 62,82-65,98%, методом Ста-
са-Отто 55,32-58,15% рифабутина.  

Из модельных смесей легких методом 
А.А. Васильевой изолируется 47,92-48,38%, мето-
дом В.Ф. Крамаренко 46,83-47,28%, методом Ста-
са-Отто 57,62-59,55% рифабутина.  

Таким образом, была разработана методика 
идентификации и количественного определе-
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ния рифабутина в извлечениях из биологиче- ских объектов. 
Таблица 4 

Table 4 
Результаты изолирования рифабутина из модельных образцов органов методом УФ-спектрофотометрии 

Results of rifabutin isolation from model organ samples by UV spectrophotometry 

Орган 
Organ 

Метод 
Method 

Внесено, г 
Entered, g 

n f  ̅ S2 S Sx ΔX E,% CV 

П
еч

ен
ь 

Li
ve

r 

А.А. Васильева 
A.A. Vasilyev’s 

0.3 6 5 66.35 1.65 1.28 0.52 1.35 2.03 0.02 
0.6 6 5 65.35 1.17 1.08 0.44 1.13 1.74 0.02 
0.9 6 5 67.88 0.62 0.77 0.32 0.81 1.20 0.01 

В.Ф. Крамаренко 
V.F. Kramarenko’s 

0.3 6 5 62.82 1.39 1.18 0.48 1.24 1.97 0.02 
0.6 6 5 64.68 1.59 1.26 0.52 1.32 2.05 0.02 
0.9 6 5 65.98 5.31 2.30 0.94 2.42 3.66 0.03 

Стаса-Отто 
Stas-Otto 

0.3 6 5 58.15 0.40 0.63 0.26 0.66 1.15 0.01 
0.6 6 5 55.32 1.51 1.23 0.51 1.29 2.33 0.02 
0.9 6 5 56.31 1.03 1.02 0.41 1.06 1.89 0.02 

Л
ег

ки
е 

Lu
ng

s 

А.А. Васильева 
A.A. Vasilyev’s 

0.3 6 5 48.38 2.92 1.71 0.69 1.79 3.70 0.03 
0.6 6 5 48.22 3.07 1.75 0.72 1.84 3.81 0.03 
0.9 6 5 47.92 2.49 1.58 0.64 1.66 3.45 0.03 

В.Ф. Крамаренко 
V.F. Kramarenko’s 

0.3 6 5 47.28 2.26 1.50 0.61 1.58 3.33 0.03 
0.6 6 5 46.83 2.11 1.45 0.59 1.52 3.25 0.03 
0.9 6 5 46.90 2.78 1.67 0.68 1.75 3.74 0.03 

Стаса-Отто 
Stas-Otto 

0.3 6 5 58.72 4.56 2.13 0.87 2.24 3.81 0.03 
0.6 6 5 59.55 4.81 2.19 0.89 2.30 3.86 0.03 
0.9 6 5 57.62 3.49 1.87 0.76 1.96 3.40 0.03 
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DEVELOPMENT OF METHODS OF CHEMICAL AND TOXICOLOGICAL ANALYSIS 
OF RIFABUTIN IN OBJECTS OF BIOLOGICAL ORIGIN 

 
© Konovalova S.S., Illarionova E.A. 

 
Irkutsk State Medical University (ISMU) 

1, Krasnogo Vosstaniya St., Irkutsk, Irkutsk Region, 664003, Russian Federation 
 

 

Objective: to develop a technique for isolating and identifying rifabutin for chemical and toxicological analysis from 
biological material. 

Materials and methods. The substance rifabutin, capsules Farbutin containing rifabutin 150 mg, ethyl alcohol 95%, 
hydrochloric acid solution 0.1 M, sodium hydroxide solution 0.1 M, purified water, ammonia solution 10%, solutions of am-
monium sulfate 20%, ammonium sulfate saturated, sodium sulfate 5%, sodium sulfate saturated, sodium chloride 20%, sodium 
chloride saturated were used for analysis. Organic solvents: benzene, dichloromethane, diethyl ether, toluene, chloroform, 
ethyl acetate. The pH was determined using a universal ionometer It-1101. Isolation was carried out by liquid-liquid extrac-
tion, detection and quantification by spectrophotometric method in the ultraviolet region. The optical density was measured 
using a SF-2000 spectrophotometer in cuvettes with a layer thickness of 1 cm. 

Results. In the course of the study, the optical properties of rifabutin, and absorption spectra characterized by two ab-
sorption bands at 231±2 nm and 279±2 nm were studied, ethyl alcohol 95% and hydrochloric acid solution 0.1 M, concentra-
tion 0.002% as optimal solvents were determined. The effect of various factors on the extraction of rifabutin from aqueous 
solutions has been experimentally studied. The highest degree of extraction is achieved by dichloromethane at pH 2, 
in the presence of sodium chloride saturated solution, once for 3 minutes. 

Conclusion. Methods of isolation and quantitative determination of rifabutin by UV spectrophotometry in extracts 
from biological fluids and organs have been developed. 

Keywords: rifabutin; liquid-liquid extraction; biological objects. 
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