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Аннотация. Предложен низкотемпературный экспресс-метод 

пробоподготовки, основанный на использовании экстракционного 

вымораживания в комбинации с центрифугированием пробы в качестве этапа 

предварительной подготовки биообъекта (печень, почки от трупа). Способ 

позволил значительно снизить «химический фон» эндогенных 

коэкстрактивных веществ и существенно улучшить условия ГХ-МС 

исследования. 
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Annotation. A low-temperature rapid method of sample preparation is 

proposed, based on the use of extractive freezing-out in combination with 

centrifugation of the sample as a stage of preliminary preparation of the biological 

object (liver from the corpse). The method significantly reduced the «chemical 

background» of endogenous co-extractives and significantly improved the 

conditions of GC-MS research. 

Введение. Сложный химический состав биологических проб 

обуславливает многостадийность фармакологического анализа и 

биохимической диагностики. Использованию современных систем физико-

химической идентификации в данной области медицины посвящено 

значительное количество работ в нашей стране и за рубежом [1-3]. В виду 

высокой специфичности и чувствительности широкое распространение 

получает газовая хромато-масс-спектрометрия (ГХ-МС). Однако, 

предварительная подготовка проб к этапу инструментального исследования, 

как правило, ограничена жидкостной и твердофазной экстракцией [2-6]. По 

этой причине актуален поиск новых подходов к пробоподготовке биопроб. 



Современные вопросы биомедицины. – 2018. – T2(4) 

 

 

 

73

Предложенный нами метод экстракционного вымораживания (ЭВ) 

[7,8], extractive freezing-out (EF) [9,10] в качестве этапа пробоподготовки 

активно набирает свое практическое применение в фармакологических, 

химико-токсикологических исследованиях [11-14]. Способ, сочетающий 

экстракцию с вымораживанием, основан на низкотемпературном извлечении 

целевых компонентов, использующем их перераспределение между жидкой 

органической фазой ранее добавленного незамерзающего органического 

растворителя и твердой фазой льда во время замораживания пробы [7,8,15]. 

Необходимо добавить, что применение способа ЭВ в сочетании с 

центрифугированием (ЭВЦ) [8,16] за счет значительного снижения доли 

экстрагента в экстракционной системе позволяет даже в результате 

однократной процедуры в 25–30 раз концентрировать целевые вещества в 

получаемом экстракте [16]. Метод ЭВЦ, сохранив преимущества ЭВ над 

твердофазной и жидкостной экстракцией, еще более эффективен в анализе 

дисперсных проб и улучшает воспроизводимость результатов анализа. Кроме 

того, получаемые экстракты практически не содержат воды, т.к. экстракцию 

ведут при температурах ниже (минус) – 28оС, а растворимость воды в 

ацетонитриле при этой температуре менее 4%. Следовательно, минуя 

высушивание, они сразу могут быть проанализированы с помощью газовой 

хроматографии без риска для хроматографической колонки. Это 

существенно ускоряет анализ, снижая погрешность определения целевых 

компонентов, в том числе, и за счет сокращения стадий пробоподготовки. 

Целью настоящей исследования было изучение возможности сочетания 

экстракционного вымораживания в условиях действия центробежных сил 

(ЭВЦ) в качестве этапа предварительной подготовки биопробы с газовой 

хромато-масс-спектрометрией. 

Методы и организация исследования. Исследовали образцы 

трупного материала (печень и почки). ГХ-МС анализ экстрактов вели на 

аналитическом комплексе-хроматографе «Маэстро» (Interlab) с масс-

селективным детектором Agilent Technologies 5975 в стандартных условиях 

энергии ионизации 70 эВ. Использовали разделительную капиллярную 

колонку HP-5MS, длиной 30м, внутренним диаметром 0,25 мм и толщиной 

пленки неподвижной фазы 0,25 мкм. Скорость газа-носителя гелия 1 мл/мин, 

деление потока 1:20. Температура инжектора 300оС, интерфейса 280оС. 

Нагрев колонки сразу после инжекции от 100 до 290оС с градиентом 

10оС/мин. 
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Извлечение целевых компонентов из биологического материала вели 

методами жидкостной экстракции [4] и экстракционного вымораживания в 

условиях одновременного центрифугирования пробы с использованием 

криоэкстрактора-центрифуги ЭВЦ-1 (ООО «Химбиомед», Сочи, РФ) [8,14]. 

Предварительная подготовка биопробы в соответствии с [4] включала 

кислотный гидролиз 15 г. биоматериала c добавлением смеси 10 мл 

дистиллированной воды и 3,5 мл концентрированной соляной кислоты в 

толстостенной стеклянной колбе с притертой пробкой при нагревании в 

автоклаве в течение 45 мин. Гидролизат охлаждали до комнатной 

температуры, фильтровали через складчатый фильтр, который 

дополнительно промывали 2 мл соляной кислоты (6N). Из полученного 

фильтрата брали аликвоты по 3мл вытяжки. Одну из них подвергали 

жидкостной экстракции этоксиэтаном, упаривание экстракта досуха с 

последующим растворением сухого остатка в 0,3 мл. этилацетата. А с другой, 

поместив в пенициллиновый флакон с добавлением 1 мл ацетонитрила, 

провели ЭВЦ. После этого осуществляли этап ГХ-МС-исследования 

экстракта. 

Результаты исследования и их обсуждение. Из сравнения 

полученных хроматограмм установлено, что применение ЭВЦ вместо 

жидкостной экстракции позволило, практически, полностью устранить 

«химический фон» эндогенных коэкстрактивных веществ, наблюдаемый в 

диапазоне времен удерживания 17 – 25 мин. Это благоприятно отражается 

возможности детектирования аналитов, увеличивая параметр-отношение 

«сигнал/шум», а также на работоспособности разделительной системы 

хроматографа. Следует ожидать увеличения срока работы МС-детектора 

между фазами технического обслуживания. Так как извлечение аналитов 

производится в одну стадию, то сокращается и время выполнения анализа. 

Установленный факт был использован для решения конкретной 

судебно-химической экспертизы в Бюро СМЭ г.Сочи, куда осенью 2017г. 

был доставлен труп мужчины. Обстоятельства гибели и оперативные данные 

следственных органов говорили о том, что при жизни погибший принимал 

наркотические вещества. Вместе с тем, на ГХ-МС-хроматограмме извлечения 

из почки от трупа среди большого количества хроматографических 

максимумов не удалось, опираясь на доступные библиотеки данных масс-

спектров NIST, SUDMED_NNCN и AMDLIB, идентифицировать какие-либо 

вещества наркотического характера. В районе времен удерживания от 15 до 

26 мин наблюдался интенсивный «фоновый шум» эндогенных 
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коэкстрактивных веществ.  

На основании из ранее полученного положительного опыта сочетания 

ЭВЦ с ГХ-МС было принято решение применить на стадии предварительной 

подготовки пробы в данном конкретном случае метод ЭВЦ. Удалось 

значительно подавить уровень «химического шума» эндогенных 

коэкстрактивных веществ. В результате, используя базы данных масс-

спектров SUDMED и EKBDRUGS с высокой степенью достоверности (более 

90% совпадение спектра ионов) вещество с временем удерживания 15,764 

мин было идентифицировано в качестве кетамина, препарата, применяемого 

в медицине и ветеринарии средством для наркоза. 

Заключение. Таким образом, применение в пробоподготовке биопроб 

метода экстракционного вымораживания с центрифугированием позволяет 

значительно уменьшить фон коэкстрактивных веществ, сократить количество 

проводимых манипуляций с пробой. Это уменьшает погрешность 

результатов исследования. За счет снижения «химического фона» 

улучшается надежность ГХ-МС-идентификации. Кроме того, получаемые 

методом ЭВЦ экстракты при использовании ацетонитрила, практически не 

содержат воды и дисперсных частиц. По этой причине не требуется ни 

осушающих агентов, ни этапа фильтрования пробы. Это сокращает время 

пробоподготовки и сроки анализа, в целом. Улучшены условия труда, т.к. 

исследование выполняется с минимальным количеством экстрагента и при 

низких температурах, существенно снижая летучесть применяемых 

растворителей. В итоге, все это позволяет рекомендовать метод ЭВЦ для 

использования в фармакологических экспериментальных исследованиях, 

химико-экспертной работе, в т.ч. с использованием ГХ-МС техники. 
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