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Методики судебно-химического анализа биологических объектов 
включают этап предварительной подготовки пробы (извлечение целе
вых и удаление мешающих компонентов) перед физико-химическим 
исследованием. Несмотря на очевидные успехи в развитии хромато
графической техники, необходимость удаления ряда коэкстрактивных 
веществ биологической матрицы остается и связана с их негативным 
воздействием на разделительные системы (сокращение срока службы 
ГХ- и ВЭЖХ-колонок, ухудшение эффективности разделения и т.д.). 
Кроме того, цель разработки новых способов извлечения целевых 
компонентов из биологических проб обусловлена также актуально
стью поиска менее трудоемких, более эффективных, экспрессных и 
безопасных процедур пробоподготовки [1]. Последнее особенно важ
но для специалистов, работающих в области судебно-медицинской 
экспертизы, поскольку, именно, непосредственный контакт с весьма 
опасным биоматериалом часто является причиной их профессиональ
ных заболеваний.

Многими своими параметрами предложенный в настоящей рабо
те новый подход к извлечению аналитов из биологических проб отве
чает поставленным задачам. Экстракционное вымораживание (ЭВ), 
extractive freezing-out [2, 3] это способ криоконцентрирования анали
тов из водосодержащих сред, сочетающий вымораживание с экстрак
цией в водорастворимую органическую жидкость. В исследуемый об
разец добавляют смешивающийся с водой растворитель, например 
ацетонитрил, ацетон, или ограниченно растворимую органическую 
жидкость, например этоксиэтан, бутанол, с последующим охлаждени
ем и замораживанием водной части пробы. В итоге в выделяющийся 
отдельной жидкой фазой незамерзающий органический растворитель 
переходят извлекаемые органические вещества. Селективностью ЭВ 
можно управлять, варьируя экстрагент и рН-среды.



Способ экстракционного вымораживания [2] в отличие от кри
сталлизационных методов концентрирования [4, 5] обладает избира
тельностью [3, 6], а также возможностью устранения ионного фона 
и растворенных неорганических веществ. Существенным преимуще
ством ЭВ над сорбцией [7] и твердофазной экстракцией [8] является 
отсутствие затруднений при исследовании дисперсных систем [9]. К 
настоящему моменту уже созданы научные основы метода [9].

Материал и методы исследования. Определяли бензодиазепи- 
ны, кофеин в биологических объектах (моча, кровь) и одноосновные 
карбоновые кислоты в модельных водных растворах методами высо
коэффективной жидкостной и газовой хроматографии.

Результаты исследования. Разработанная методика определе
ния 1,4-бензодиазепинов в моче основана на перераспределении бен- 
зодиазепинов в органическую часть образца во время процедуры ЭВ 
и последующем определении их с помощью ВЭЖ Х  [10]. Селектив
ность метода обеспечена оптимальными условиями экстракции, 
ВЭЖХ-разделения и УФ-детекции. Степень извлечения из мочи окса- 
зепама равна 70±7 %  в диапазоне содержания препарата 5-10 мкг/мл, 
феназепама - 80±2 %  при содержании 16-32 мкг/мл. Предел обнару
жения метода при объеме пробы мочи 8 мл и детекции на длине вол
ны 230 нм, дозируемом объеме в инжектор хроматографа «Мили- 
хром-4» 10 мкл составляет 0,06 мкг/мл по оксазепаму и 0,25 мкг/мл по 
феназепаму. Относительная погрешность определения оксазепама в 
диапазоне концентраций до 1 мкг/мл не превышает 30 %, феназепама 
в диапазоне концентраций до 2 мкг/мл - 20%  (п = 10 и Р = 0.95). 
Предложенная методика в 2009 г. опробована и внедрена в деятель
ность химико-токсикологической лаборатории СПб НИИ скорой по
мощи им. И. И. Джанелидзе для диагностики острых отравлений 
1,4-бензодиазепинами.

В предложенной методике определения кофеина в крови [11] при 
ЭВ  используется иной подход в способе изолирования аналита, чем 
был применен при определении 1,4-бензодиазепинов в моче. Он учи
тывает значительную гидрофильность кофеина. Во время процедуры 
ЭВ  из биологической пробы в жидкий органический экстракт ацето
нитрила извлекают мешающие ВЭЖХ-анализу компоненты. Кофеин 
из сыворотки крови (1,5 мл) концентрируют в водной части пробы 
(твердая фаза), добавляя в пробу смесь воды с ацетонитрилом и осу
ществляя ЭВ. Органический экстракт отбрасывают, а содержащий 
кофеин лед после размораживания и центрифугирования подвергают 
ВЭЖХ-исследованию. Предел обнаружения кофеина при объеме про



бы, вводимом в инжектор хроматографа, 10 мкл составляет 5 мкг 
препарата в аналитической пробе. Относительная погрешность в кон
центрационном диапазоне 50-150 мкг/мл кофеина в сыворотке не 
превышает 10 %. Процедура проведения подготовки пробы проста, 
выполняется в одну стадию и не предъявляет особых требований 
к квалификации исследователя, что позволяет отнести предлагаемую 
методику определения кофеина в крови к разряду экспресс-методов.

Обсуждение результатов. В сравнении с существующими ана
логами [12,13] предлагаемые методики определения 1,4-бензодиазе
пинов и кофеина на основе ЭВ позволяют значительно сократить 
время анализа, контакта с анализируемым биоматериалом и исполь
зуемыми химическими реактивами. Замораживание - разморажива
ние при ЭВ  стимулируют коагуляцию белков мочи и крови, что также 
повышает эффективность этапа подготовки пробы. Проведение экс
тракции в режиме отрицательных температур снижает риск протека
ния побочных химических превращений и термодеструкции опреде
ляемых веществ, уменьшает летучесть применяемых органических 
растворителей, улучшает условия труда. Технология такой экстрак
ции не требует специальной лабораторной посуды и расходных мате
риалов: делительных и фильтровальных воронок, колб, пробирок, 
штативов, бумажных фильтров, сорбентов для ТФЭ и т.п.

Вместе с тем, осталась нерешенной задача сокращения захвата 
значительной части получаемого ацетонитрильного экстракта во вре
мя процедуры ЭВ  объемом твердой фазы льда. Он имел мало управ
ляемый характер и зависел от целого ряда факторов, в т. ч. скорости 
охлаждения образца, наличия дисперсных частиц и т.д. Поэтому, не
смотря на хорошую воспроизводимость величины концентрации 
определяемых веществ в экстрактах, их объем существенно варьиро
вал в параллельных определениях при выполнении процедуры ЭВ  [3]. 
В качестве причин значительного варьирования объема (массы) жид
кого экстракта, получаемого при ЭВ, указывался известный факт 
наличия жидких микровключений в твердой фазе льда при заморажи
вании водных растворов [14], а также и то обстоятельство, что обра
зующаяся твердая фаза имеет поликристаллическую структуру с 
множеством трещин. В них за счет капиллярных сил [6] втягивается 
незамерзающая жидкая органическая фаза. т.е. экстракт. В итоге, с 
уменьшением доли ацетонитрила в исходном образце его смеси с во
дой, начиная с объемного соотношения ацетонитрил : вода = 1 : 3,3 по 
объему, уже почти вся масса экстракта оказывалась включенной в 
объем льда [3]. Это не позволяло его отделить для дальнейших этапов



исследования. И, как следствие, не смотря на высокую степень извле
чения аналитов, не удалось достичь степени концентрирования более 
3-4 карт.

В настоящей работе, в модельных условиях, с целью сокращения 
потерь экстракта в виде включений в объеме твердой фазы экспери
ментально проверена возможность осуществления процесса экстрак
ционного вымораживания в условиях действия поля центробежных 
сил (ЭВЦ). Опыты проводили с использованием специально создан
ной нами лабораторной установки на базе морозильной камеры Ardo 
CFR 110 А (Италия), в которой применены конструкционные элемен
ты и детали серийно выпускаемой центрифуги ОПн-8 (Киргизия). 
Модельными системами служили растворы одноосновных карбоно
вых кислот в водно-ацетонитрильных смесях.

Таблица 1
Результаты сравнения степени концентрирования соп/свод 

карбоновых кислот С2-Св из воды в ацетонитрил при ЭВЦ  
с ранее предложенным способом Э В  [2 ,6|,

Т™ . = - 23±1,5 °С  (п £ 5, Р = 0,95)

Кислота

ЭВ  [6] ЭВ  с центрифугированием при 5000 об./мин
АН:Н20=1:41) АН:Н20=1:8‘) АН:Н2()=1:9*) АН:Н:0=0.4:10в)

т орг=о,о5±о.оз6) 111̂ =0,14±0.013б) mopi=0.13±0,02261mopr=0,05±0.026)
Уксусная 3,1 ±0,34 5 ±0,9 6± 1,5 22 ±3.1

Пропионовая 3,2 ± 0,36 6,3 ± 0,8 7 ± 1,2 24 ±3.1
Масляная 3,4± 0,37 7,7 ± 0,6 8,4 ± 0.5 26 ± 1,7

Валерьяновая 3,9 ±0.35 9,2 ± 0,7 10.1 ±0,4 29 ± 2.0
Капроновая 4,1 ±0.38 10,3 ±0,8 12 ± 1.2 29 ± 4,7
Энантовая - 11 ± 1,0 13± 1,5 37 ±3,9
Каприловая - 12 ± 1,1 14 ±2,0 34 ± 4,6

Примечание: а) соотношение ацетонитрила и воды в исходном образце
перед ЭВ. мл
б) масса получаемого экстракта в результате ЭВ, г
в) исходную концентрацию кислот в воде смт) варьировали 
от 10 до 600 мкг/мл

В результате проведенного эксперимента по извлечению карбо
новых кислот Cr-Cg из воды методом экстракционного выморажива
ния в условиях одновременного центрифугирования (ЭВЦ ) образца 
при 5000 об/мин, как видно из табл. 1, была достигнута 22-37-кратная



степень концентрирования кислот уже при однократной процедуре 
экстракции.

Удалось существенно снизить и долю экстрагента ацетонитрила 
в исходной смеси в сравнении с применяемым ранее вариантом ЭВ [2]. 
Обращает на себя внимание и факт высокой воспроизводимости мас
сы (объема) экстракта, получаемого в результате процедуры ЭВЦ  во 
время замораживания при восьми-, девятикратном превышении объе
ма водного раствора над объемом экстрагента. При этом, как в случае 
ЭВ [6], сохранилась и хорошая воспроизводимость результатов опре
деления содержания аналитов в экстрактах (c()fX). Кроме того, следует 
отметить, что большая часть замерзшей водной фазы образца в дан
ных условиях имеет вид прозрачного монокристаллического льда. 
Лишь в центральной его части остается небольшая пол и кристалличе
ская область с некоторым количеством вмерзших шарообразных пу
зырьков воздуха и, возможно, экстракта.

Кроме того, как видно из табл. 2, применение центрифугирования 
при экстракционном вымораживании органических кислот C4-Cg не
много увеличивает угловой коэффициент *К,.Я зависимости c,w  от , 
И , / Кх/г в состав которого согласно модели ЭВ  входит константа 
распределения аналита между жидкой фазой экстракта и поверхно
стью льда, а также параметры, характеризующие адсорбционные 
свойства аналита и физико-химическую природу экстрагента [15].

Таблица 2
Влияние условий Э В  карбоновых кислот Cr-Cs из воды 

в ацетонитрил на угловой коэффициент *Keq 
линейной зависимости corx = *Kfq х М„/ V ^  

минимально определяемая 
концентрация аналита при ЭВЦ , Т 1ам. = -23 ± 1,5°С

Кислота
ЭВ [6] ЭВЦ при 4000 об./мин

*кеч *Ktq АН:Н20=1:9
Уксусная 0,79 0,74 0,1

Пропионовая 0,82 0,86 0,1
Масляная 0,90 1,05 0,05

Валерьяновая 0,92 1,22 0,05
Капроновая 0,90 1,37 0,05
Энантовая 1,09 1,50 0,05
Каприловая 1,22 1,59 0,05



Следовательно, при переходе к режиму экстракционного вымо
раживания с центрифугированием увеличение *К^ приводит к росту 
степени концентрирования целевого компонента Copjceoa. Если пред
положить, что механизм экстракции остался прежним, то в соответ
ствии с моделью это, по-видимому, связано, как минимум, с измене
нием адсорбционных свойств поверхности образующейся кристалли
ческой фазы льда, поскольку он, как отмечалось выше, получается 
более прозрачным, без трещин, следовательно, с менее развитой по
верхностью.

Из табл. 2 видно также, что минимально определяемые концен
трации указанных карбоновых кислот составили: уксусная и пропио- 
новая кислота - 0,1 мг/л, масляная, валерьяновая, капроновая, энанто- 
вая и каприловая соответственно 0,05 мг/л. Это свидетельствует 
о том, что по пределу обнаружения предлагаемый способ определе
ния данных кислот в воде существенно превосходит применяемый 
в настоящее время за рубежом метод ЕРА  USA «5560 D. Gas Chroma
tographic Method» [16], использующий прямой ввод анализируемой 
воды в хроматограф, согласно которому предел определения уксус
ной кислоты составляет 3 мг/л, а для остальных - 1 мг/л. Кроме того, 
необходимо отметить, что инжекция водных растворов в испаритель 
газового хроматографа существенно сокращает срок службы непо
движной жидкой фазы хроматографической колонки.

Рис. 1. Зависимость массы экстракта, получаемого в результате ЭВЦ от 
скорости вращения ротора центрифуги: объем ацетонитрила составлял 

1 мл и воды 9 мл, Тмм=-23 °С.



В эксперименте установлено также, что масса получаемого экс
тракта зависит от числа оборотов центрифуги (рис. 1). Для образца 
состава АН : Н20  =1 : 9 на начальном участке увеличение скорости 
вращения ротора центрифуги от 0 до 3000 об/мин сопровождается до
вольно резким возрастанием массы (соответственно и объема) экс
тракта.

В диапазоне 4000-5000 об/мин, достигнув максимального значе
ния, масса экстракта практически потоянна. Зависимость вышла на 
плато. Согласно техническим характеристикам используемого ротора 
РУ180Л при частоте вращения 4000 об/мин величина развиваемого 
ускорения центробежного поля в данном случае больше ускорения 
гравитационного поля в 1650 раз. Очевидно, при таких «перегрузках» 
уже нельзя исключить его влияния на формирование твердой фазы 
льда во время ЭВЦ. По крайней мере, в настоящее время для твердой 
воды в зависимости от температуры и давления установлено суще
ствование 13 кристаллических и 3 аморфных форм [17].

С учетом полученных данных в целях оптимизации и практиче
ской точки зрения в случае анализа водных растворов можно ограни
читься проведением экстракционного вымораживания при оборотах 
центрифуги порядка 4000 об/мин. Однако, принимая во внимание, что 
в реальных условиях объектами исследования будут сложные водосо
держащие биологические системы, в т. ч. дисперсные, параметр варь
ирования скорости вращения ротора центрифуги во время ЭВЦ  будет 
важным дополнительным инструментом в поиске наиболее выгодных 
условий сепарации и экстракции.

Выводы. Таким образом, предложен новый способ выделения 
органических веществ из водных сред. Проведение процесса экстрак
ционного вымораживания в условиях действия поля центробежных 
сил позволило существенно уменьшить долю используемого экстра
гента ацетонитрила при определении одноосновных карбоновых кис
лот в воде, повысить их степень концентрирования. Благодаря такому 
сочетанию ЭВ и центрифугирования на этапе пробоподготовки на 
примере определения кислот в воде продемонстрирована возмож
ность значительного снижения минимального предела их обнаруже
ния, не прибегая к дериватизации. Наряду с дополнительным факто
ром регулирования эффективности экстракции путем изменения сте
пени сепарации варьированием скорости центрифугирования эконо
мятся материальные ресурсы за счет сокращения расхода экстрагента, 
отсутствия необходимости использования фильтрации, соответству
ющих приспособлений и химической посуды. Сокращено количество



операций, в т.ч. связанных с контактом исследователя с анализируе
мой пробой, а также время подготовки пробы к ч^изико-химической 
стадии исследования.

Для использования в пробоподготовке метод ЭВ  весьма прост, не 
требует применения сложного лабораторного оборудования, контроля 
степени кристаллизации образца. Его эффективностью и избиратель
ностью можно управлять, варьируя условия (pH среды, температуру) 
и полярность экстрагента. Кроме того, способ ЭВ дает возможность 
применять гидрофильные экстрагенты без дополнительной химиче
ской модификации пробы, в частности, без высаливания. А экстрак
ты, получаемые при использовании ацетонитрила, совместимы с об- 
ращено-фазовым вариантом ВЭЖ Х. Следует добавить, что разъеди
нение отдающей и принимающей фаз при ЭВ и ЭВЦ  в отличие от 
традиционной жидкость-жидкостной экстракции (Ж Ж Э) [18], а также 
низкотемпературной жидкость-жидкостной экстракции (НТЖЖ Э) 
[19] необычайно просто и заключается лишь в декантации полученно
го экстракта с поверхности застывшей водной фазы.
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ВЫ БО Р УСЛ О ВИ Й  О П РЕД ЕЛ ЕН И Я  П РЕГА БА Л И Н А  
М ЕТОДОМ  ГХ-М С Д ЛЯ Ц ЕЛ ЕЙ  

ХИ М И КО -ТО КС И КО Л О ГИ ЧЕС КО ГО  АН АЛИЗА

кафедра токсикологической химии ГБОУ ВПО 
«Пермская государственная фармацевтическая академия» 

Минздрава России, г. Пермь

Введение. Прегабалин («Лирика®») - (ЗБ)-3-(аминометил)-5-ме- 
тилгексановая кислота, молекулярная масса - 159,2; противоэпилеп- 
тическое средство, выпускается в капсулах по 25, 50, 75, 100, 150, 
200, 300 мг.


