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     (подготовлено младшим   научным  сотрудником  Ордена  Трудового

Красного Знамени научно-исследовательского института судебной  меди-

цины Министерства здравоохранения СССР Т.В.Мироновой)

                               * * *

     Вератрин является суммой алкалоидов,  выделенных из семян саба-

диллы. Основные компоненты - цевадин и  вератридин,  содержащиеся  в

вератрине, очень трудно разделяются и отдельно не применяются.  LD 450

(внутрибрюшинно) для мышей - 7,5-8,5  мг/кг.  Источником  вератровых

алкалоидов в нашей стране являются различные виды чемериц,  из кото-

рых наибольшую опасность представляет чемерица Лобеля. Последняя со-

держит большую  группу  вератровых алкалоидов,  основными из которых

являются: иервин,  рубииервин, изорубииервин, псевдоиервин, протове-

ратрин А, вератроилзигаденин. Указанные алкалоиды обладают различной

степенью токсичности. Приготовляемые из чемерицы настойка и чемерич-

ная вода  разрешены  для использования в ветеринарной практике в ка-

честве эффективных противопаразитических средств. Смертельные отрав-

ления наблюдались  при  употреблении  150-200 мл настойки чемерицы и

воды чемеричной.

     Объектами исследования  на наличие алкалоидов вератровой группы

являются рвотные массы, желудок и кишечник с содержимым, ткань пече-

ни и почек, кровь, моча.

     Модифицированным методом Стаса-Отто из ткани печени изолируется

в среднем  8%  вератрина,  методом  А.Васильевой - 11%,  а по методу

В.Ф.Крамаренко вератрин практически не изолируется.

     По разработанной  нами  методике вератрин из трупного материала

изолируется ацетоном при рН 7,5-8,0 в присутствии безводного сульфа-

та натрия; из мочи - непосредственной экстракцией хлороформом из ще-

лочной среды при рН 10.

     Доказательство вератрина  основано на использовании хроматогра-

фии в тонком слое сорбента, реакций окрашивания и УФ-спектрофотомет-

рии в диапазоне длин волн 220-320 нм. Заключение о наличии вератрина

дается на основании совокупной оценки полученных результатов.

     Специфичными для обнаружения вератрина являются реакции окраши-

вания с концентрированными серной и соляной кислотами; реакция с ре-

активом Фреде ограниченно специфична.  Специфичность реакций окраши-

вания проверялась по отношению к большой группе соединений,  предус-

мотренных приказом Министерства здравоохранения СССР N 1021.

     Количественное определение вератрина проводят экстракционно-фо-

тометрическим методом,  основанным  на образовании окрашенного комп-

лекса вератрина с красителем - бромфеноловым синим в хлороформе  при

рН 2,0.  Оптическая плотность хлороформных экстрактов из биологичес-

кого материала в контрольных опытах не превышала величины 0,05.  Ме-

тодика позволяет определять в печени - 39%, в почках - 51%, в желуд-

ке - 49% вератрина при содержании 5 мг в 100 г органа и при содержа-

нии 0,5 мг - 13, 12, 23% соответственно; в крови - 58% вератрина при

содержании 5 мг и 34% при содержании 0,5 мг в 50 г объекта; в моче -

71% вератрина при содержании 5 мг и 34% при содержании 0,25 мг в 100

мл объекта.

     Границы обнаружения  вератрина  - 0,25 мг в 50 г крови и 100 мл

мочи; 0,5 мг в 100 г органа.  Границы определения - 0,25 мг в 100 мл

мочи и 0,5 мг в 100 г органа и 50 г крови.

     Вератрин сохраняется в неконсервированном трупном  материале  в

течение 12 месяцев. Через 1 месяц хранения обнаруживается до 46% ве-

ратрина, через 6 и 12 месяцев - до 41%.  Добавление к объектам  кон-

серванта - этанола не оказывает существенного влияния на пролонгиро-

вание сохраняемости вератрина в трупном материале, но уменьшает изв-

лечение продуктов гнилостного распада.

             _Изолирование вератрина из внутренних органов

     В колбы  вместимостью 250 мл вносят по 100 г мелко измельченных

печени, почек и желудка с содержимым,  заливают 100 мл ацетона, при-

бавляют 100  г безводного сульфата натрия и перемешивают.  Осторожно

подщелачивают 25%  раствором гидроксида аммония до  рН  7,5-8,0  (по

универсальному индикатору).  Смесь оставляют при периодическом пере-

мешивании на 3 часа, затем фильтруют через воронку с безводным суль-

фатом натрия. Органы повторно заливают 100 мл ацетона и настаивают в

течение 2-х часов.  Полученные вытяжки фильтруют через те же воронки

с безводным сульфатом натрия.  Объединенные вытяжки упаривают в фар-

форовых чашках при температуре не выше 60  5о 0С до получения  сиропооб-

разного остатка.  Остатки тщательно обрабатывают 40 мл 1 н. раствора

соляной кислоты (4-5 раз приблизительно по 10 мл; с целью устранения

потерь  второй  смыв  с чашек проводят 10 мл ацетона).  Солянокислые

растворы переносят в делительные воронки,  добавляют по 40 мл диэти-

лового  эфира и проводят 2-х кратную экстракционную очистку взбалты-

ванием в течение 1-2 минут.  Эфирные вытяжки,  содержащие балластные

вещества, отделяют. Солянокислую водную фазу подщелачивают 25% раст-

вором гидроксида аммония до рН 10 и экстрагируют вератрин  хлорофор-

мом 2 раза по 50 мл в течение 3 мин. Хлороформные экстракты фильтру-

ют через небольшой слой безводного сульфата натрия, объем доводят до

100 мл и делят пополам,  используя мерные колбы на 100 и 50 мл. Пер-

вую половину хлороформного извлечения (из  печени,  почек,  желудка)

делят пополам,  испаряют досуха и в 1/4 части вытяжки проводят обна-

ружение вератрина методом хроматографии в тонком слое сорбента и ре-

акцией с концентрированной соляной кислотой.  Вторую половину хлоро-

формного извлечения (из печени и почек) испаряют досуха при темпера-

туре не выше 60 5 о 0С и растворяют в точном объеме 0,1 н.  раствора со-

ляной кислоты (от 50 до 25 мл). Отбирают 5-10 мл солянокислого раст-

вора (1/5;  1/10 ч.  вытяжки) для количественного определения, а ос-

тавшийся раствор переносят в делительную воронку.  Подщелачивают 25%

раствором  гидроксида аммония до рН 10 и 2-х кратно по 3 мин экстра-

гируют хлороформом.  Растворитель испаряют досуха и проводят обнару-

жение вератрина сначала методом УФ-спектрофотометрии, затем реакцией

с концентрированной серной кислотой.

     Вытяжки из желудка в отдельных случаях (при наличии в исследуе-

мом объекте др.  химических веществ,  а также значительных количеств

сопутствующих веществ  биологического  происхождения) подвергают до-

полнительной хроматографической очистке.  На бумажную полосу из  ле-

нинградской бумаги  марки  "М"  наносят 1/4 ч.  вытяжки из желудка и

хлороформный раствор метчика - вератрина основания.  Закрепляют ее в

виде цилиндра с несоприкасающимися краями и проводят хроматографиро-

вание в системе фосфатного буфера и рН 6,86  в  течение  2,5  часов.

Хроматограмму вынимают,  высушивают  на  воздухе  и проявляют верат-

рин-метчик реактивом Драгендорфа по Шталю. Вырезают участки (7,0х4,5

см) напротив метчика,  разрезают их на мелкие полоски и элюируют 0,1

н. раствором соляной кислоты (10,  10 и 5 мл) в течение  3-х  часов.

Элюаты фильтруют  через небольшой ватный тампон в мерную колбу вмес-

тимостью 25 мл.  Отбирают 10 мл элюата для количественного определе-

ния, а оставшуюся часть элюата переносят в делительную воронку. Под-

щелачивают 25%  раствором гидроксида аммония до рН 10 и  2-х  кратно

экстрагируют хлороформом (по 10 мл). Растворитель испаряют досуха, а

с остатком проводят спектрофотометрическое исследование в УФ-области

спектра. Реакцию  с концентрированной серной кислотой проводят с 1/4

ч. вытяжки.

                   _Изолирование вератрина из крови

     В колбу с 50 г крови постепенно, небольшими порциями, добавляют

50 мл ацетона при энергичном помешивании стеклянной палочкой.  Через

30 мин вытяжку фильтруют через 50 г безводного сульфата натрия. Кол-

бу ополаскивают  ацетоном и 3-х кратно по 50 мл промывают остаток на

фильтре. Объединенные вытяжки упаривают досуха  при  температуре  не

выше 60 5 о 0С. Сухой остаток тщательно обрабатывают 40 мл 1 н. раствора

соляной кислоты (4 раза по 10 мл).  Полученные растворы переносят  в

делительную воронку  и  проводят  однократное  экстрагирование 40 мл

эфира в течение 1 мин.  Эфирный слой,  содержащий экстрактивные  ве-

щества не исследуют. Водную фракцию подщелачивают 25% раствором гид-

роксида аммония до рН 10 и 2-х кратно экстрагируют  вератрин  хлоро-

формом в течение 3 мин. Полученные экстракты фильтруют через безвод-

ный сульфат натрия (20 г) в мерную колбу вместимостью 50 мл и  дово-

дят объем до метки хлороформом. Отбирают точные объемы хлороформного

извлечения (по 1/5 ч. вытяжки) для количественного определения и ре-

акций обнаружения вератрина. Испаряют досуха и исследуют, как описа-

но далее.

                    _Изолирование вератрина из мочи

     100 мл мочи помещают в делительную воронку вместимостью 250-300

мл. Подщелачивают  25%  раствором гидроксида аммония до рН 10 и экс-

трагируют хлороформом (2 раза по  20  мл).  Образовавшуюся  эмульсию

разрушают центрифугированием при 3000 об./мин. Хлороформный слой от-

деляют,  фильтруют через безводный сульфат натрия (50  г)  в  мерную

колбу вместимостью 50 мл и объем доводят до метки хлороформом. Отби-

рают точные объемы хлороформного извлечения (по 1/5  ч.)  для  коли-

чественного  определения и реакций обнаружения вератрина.  Раствори-

тель испаряют досуха и исследуют.

                        _Обнаружение вератрина

      _1. Хроматография в тонком слое сорбента. . На линию старта хрома-

тографической пластинки размером 13х18 см с закрепленным слоем сили-

кагеля КСК или ЛС (ЧССР) наносят 1/4 ч.  исследуемого  хлороформного

извлечения из органов (или 1/5 ч.  хлороформного извлечения из крови

или мочи) и хлороформный раствор вератрина основания (метчик).  Хро-

матографируют 2-х кратно:  сначала в системе 1. Бензол-ацетон (8:2),

затем в системе 2.  Бензол-диоксан-25%  раствор  гидроксида  аммония

(7:2:1). После  высушивания на воздухе пластинку проявляют реактивом

Драгендорфа по Шталю. При наличии вератрина наблюдаются по два оран-

жевых близко  расположенных  друг от друга пятна со значениями Rf на

силикагеля КСК:  0,33-0,38 и 0,23-0,29;  на  силикагеле  ЛС  (ЧССР):

0,30-0,36 и 0,15-0,22. Предел обнаружения - 2 мкг алкалоида.

      _2. Реакция с концентрированной соляной кислотой. .  К сухому  ос-

татку в фарфоровой чашке добавляют 3 мл конц. соляной кислоты и наг-

ревают 10-15 мин на кипящей водяной бане. При наличии вератрина наб-

людается розовое или вишнево-розовое окрашивание. Предел обнаружения

- 40 мкг вератрина в пробе. Реакция специфична для вератрина.

      _3. УФ-спектрофотометрия. . Сухой остаток растворяют в 5 мл этано-

ла или 1% раствора этанола в хлороформе и спектрофотометрируют в об-

ласти 220-320 нм.  Раствор сравнения - этанол или 1% раствор этанола

в хлороформе.  При наличии вератрина наблюдаются два  максимума  аб-

сорбции: при 261-263 и 291-293 нм - в этаноле и при 264 и 294 - в 1%

растворе этанола в хлороформе. Предел обнаружения - 10 мкг/мл. Раст-

воритель испаряют досуха, а с сухим остатком проводят реакцию с кон-

центрированной серной кислотой.

      _4. Реакция с концентрированной серной кислотой. . К сухому остат-

ку в фарфоровой чашке добавляют 2-3 капли конц.  серной кислоты. При

наличии вератрина наблюдается характерный переход окрашивания из ли-

монно-желтого в оранжевое,  затем через 15-20 мин в красное и вишне-

во-красное. Предел  обнаружения  - 2 мкг вератрина в пробе.  Реакция

специфична для вератрина.

      _5. Реакция  с  реактивом  Фреде. .  К сухому остатку в фарфоровой

чашке добавляют 2-3 капли реактива Фреде. При наличии вератрина наб-

людается переход окрашивания из желтого в оранжевое, а затем в слабо

фиолетовое (при большом содержании вератрина - в вишневое).  Реакция

ограниченно специфична. Относительно близкие по окраске продукты ре-

акции образуют производные фенотиазина (тизерцин, мепазин, дипразин,

аминазин) и кодеин,  этилморфин, апоморфин, промедол. Предел обнару-

жения - 1-2 мкг вератрина в пробе.

                      _Количественное определение

     Для количественного определения используют точные объемы  соля-

нокислых растворов вытяжек из печени и почек, 10 мл элюата, получен-

ного при хроматографической очистке вытяжки из желудка и  по  10  мл

солянокислых растворов,  полученных при растворении сухих хлороформ-

ных извлечений из крови и мочи.

     Солянокислые растворы переносят в делительные воронки,  вмести-

мостью 50 мл.  При необходимости доводят объем водной фазы до 10  мл

0,1 н.  раствором соляной кислоты. Осторожно добавляют несколько ка-

пель 10%  раствора гидроксида аммония до рН 2,0 (при контроле за  ее

величиной на иономере),  по 10 мл хлороформа и по 2 мл 0,1%  водного

раствора бромфенолового синего (приготовление 0,1%  раствора бромфе-

нолового синего:  в 10 мл воды растворяют 0,1 г бромфенолового сине-

го, переносят в делительную воронку,  добавляют 150 мл хлороформа  и

производят легкие круговые движения в течение 10-15 секунд. При сме-

шивании хлороформа с водным слоем индикатора достигается очистка ре-

агента от  примесей.  Хлороформные  фракции отделяют и дополнительно

производят 3-х кратную экстракцию путем взбалтывания со 150 мл  хло-

роформа в течение 1 мин.  Водный раствор индикатора используют в те-

чение не более 5-7 дней для количественного определения  вератрина).

Встряхивают в  течение  3  мин и после расслоения фаз (через 30 мин)

хлороформные экстракты спектрофотометрируют при 410 нм в  кюветах  1

см. Раствор сравнения - хлороформный экстракт смеси реактивов. Опти-

ческая плотность окрашенного комплекса не изменяется в течение 7 ча-

сов. Количество  выделенного  вератрина определяют по калибровочному

графику, для построения которого в делительные воронки  вносят  0,2;

0,5; 1,0  мл  раствора  вератрина в 0,1 н.  растворе соляной кислоты

(100 мкг/мл) и от 0,2 до 0,5 мл раствора вератрина в 0,1 н. растворе

соляной кислоты (1 мг/мл).  Далее поступают как описано выше. Подчи-

нение основному закону светопоглощения наблюдается в интервале  кон-

центраций 5-50 мкг/мл. Нижний предел определения - 2 мкг/мл. Относи-

тельная ошибка метода не превышает 3%.

           _Определение вератрина в гнилостно разложившемся

                          _трупном материале

     Изолирование вератрина  из  неконсервированного  биологического

материала и экстракционную очистку вытяжек проводят по методике  для

свежего трупного  материала.  С  целью отделения вератрина от значи-

тельной части продуктов гнилостного распада  биологического  объекта

проводят гель-хроматографическую  очистку.  Для этого используют ко-

лонки с сефадексом LH-20. Рабочие параметры колонки: диаметр - 1 см,

длина - 23,5 см,  общий объем столбика геля - 35 мл. Элюент 1% раст-

вор этанола в хлороформе.  Скорость элюирования устанавливают в пре-

делах 0,3-0,5 мл/мин.  Перед наполнением колонки для набухания сефа-

декс LH-20 выдерживают 24 часа в 1% растворе этанола в хлороформе.

     На колонку наносят по 0,1 мл исследуемых растворов (в 1%  раст-

воре этанола в хлороформе), проводят элюирование и сбор фракций по 3

мл. Фракции 6,  7,  8 объединяют. Органический растворитель испаряют

досуха при температуре не выше 60 5 о 0С.  Наличие вератрина доказывают:

по характерному спектру абсорбции в интервале 220-320 нм и реакциями

с концентрированными серной и соляной кислотами.  В  сухих  остатках

после обязательной  гель-хроматографической  очистки  проводят коли-

чественное определение вератрина по описанному выше.

     Из объектов,  консервированных этанолом, удаляют консервант при

температуре не выше 60 5 о 0С  и  проводят  извлечение,  экстракционную,

гель-хроматографическую очистку  и  исследование  по  описанному для

исследования объектов, не подвергшихся консервированию.

         _Определение алкалоидов чемерицы в трупном материале

     Изолирование алкалоидов чемерицы при  проведении  судебно-хими-

ческих экспертиз  с  подозрением  на отравление настойкой чемерицы и

чемеричной водой проводят ацетоном по  вышеописанной  для  вератрина

методике.

     Выделенные алкалоиды идентифицируют по значениям Rf  на  хрома-

тограммах, по  характерному  для них окрашиванию с концентрированной

серной кислотой,  как наиболее чувствительной и специфичной  реакции

на группу  вератровых  алкалоидов и по результатам спектрофотометри-

ческого исследования в УФ-области спектра.

     Для разделения  и  обнаружения  алкалоидов  чемерицы используют

хроматографирование в тонком слое силикагелей:  КСК,  ЛС (ЧССР),  Н,

Woelm  и  двукратное  хроматографирование  в  системах бензол-ацетон

(8:2),  затем бензол-диоксан-25% раствор гидроксида аммония (7:2:1).

В качестве метчиков используют хлороформные растворы иервина, изору-

бииервина,  вератроилзигаденина и хлороформные экстракты суммы алка-

лоидов из настойки чемерицы.

     При хроматографировании в вышеуказанных условиях обеспечивается

избирательность обнаружения  алкалоидов чемерицы по отношению к экс-

трактивным веществам трупного материала,  а также по отношению к ве-

ратрину. Величины Rf вератровых алкалоидов при хроматографировании в

тонком слое силикагеля ЛС (ЧССР)  в  системе  хлороформ-25%  раствор

гидроксида аммония   (5:3)   имеют   следующие  значения,  иервин  -

0,31-0,41; изорубииервин   -   0,40-0,50;    вератроилзигаденин    -

0,08-0,18; вератрин - 0,11-0,21.  При двукратном хроматографировании

на пластинках с  силикагелем  ЛС  (ЧССР)  в  системах  бензол-ацетон

(8:2),  затем бензол-диоксан-25%  раствор гидроксида аммония (7:2:1)

величины Rf алкалоидов чемерицы и вератрина, рассчитанные по формуле

1-(1-Rf) 52 0 имеют следующие значения:  иервин - 0,26-0,36; изорубииер-

вин - 0,59-0,69;  вератроилзигаденин - 0,14-0,24; вератрин 0,45-0,55

и 0,29-0,39.

     При взаимодействии алкалоидов чемерицы с концентрированной сер-

ной кислотой наблюдаются следующие окрашивания:  для иервина - пере-

ход из желтого в зеленое,  для изорубииервина - переход из желтого в

розоватое с фиолетовым окаймлением и затем в фиолетовое (через 2 ча-

са), для вератроилзигаденина - переход из желтого в розовое.

     Максимумы абсорбции  иервина  наблюдаются  в области 250-253 нм

для этанольных растворов (удельный коэффициент поглощения -  265)  и

253-255 нм - для солянокислых растворов (удельный коэффициент погло-

щения - 230,5).  Изорубииервин и вератроилзигаденин  подобно  многим

другим вератровым  алкалоидам не обладают характерными спектрами аб-

сорбции в УФ-области спектра.

     При обнаружении иервина - одного из основных и наиболее токсич-

ных алкалоидов чемерицы,  выделенного из трупного материала в доста-

точных количествах, проводят его количественное определение спектро-

фотометрическим методом (по удельному коэффициенту поглощения) после

предварительного разделения и хроматографической очистки.
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