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АННОТАЦИЯ 

Цель исследования — разработка методики скрининга образцов крови, прежде всего пробоподготовки, 
для выявления наркотических средств, психотропных и лекарственных веществ в крови методом газовой хро-
матографии с масс-селективным детектированием (ГХ-МС) для целей реализации Приказа МЗ РФ № 933н от 
18.12.2015. Разработаны и валидированы методики пробоподготовки образцов крови к скрининговым иссле-
дованиям на наличие наркотических средств, психотропных и лекарственных веществ методом ГХ-МС в соот-
ветствии с требованиями Приказа МЗ РФ № 933н. Выявлено, что содержание этанола до 10 ‰ в крови не влия-
ет на степень экстракции токсикантов и возможность интерпретации результатов. Оценена эффективность экс-
тракции модельных веществ из образцов крови в зависимости от метода изолирования. Установлено, что мето-
дом жидкость-жидкостной экстракции лучше изолируются соединения с высоким logP, а методом твердофаз-
ной экстракции — с низким.

Ключевые слова: валидация аналитических методик, жидкость-жидкостная экстракция, твердофазная экс-
тракция, наркотические средства, психотропные и лекарственные вещества, кровь. 

ABSTRACT 

The aim of the study was to develop a method for screening blood samples, primarily sample preparation, for the de-
tection of narcotic drugs, psychotropic and medicinal substances in the blood by gas chromatography with mass selective 
detection (GC-MS) for the implementation of the Ministry of Health of the Russian Federation (MH RF) Order No. 933n 
dated December 18, 2015. The blood sample preparation procedures for screening testing for narcotic drugs, psychotropic 
and medicinal substances by GC-MS method were developed and validated in accordance with the requirements of the 
Order No. 933n of the RF Ministry of Health. It was revealed that an ethanol content of up to 10‰ in the blood does not 
affect the extraction degree of toxicants and the possibility to interpret the results. The effi cacy of the model substances 
extraction from blood samples was evaluated depending on the isolation method. It was found that the liquid-liquid extrac-
tion method is better for isolating compounds with high logP, and the solid-phase extraction method is better for isolating 
compounds with low logP.

Keywords: validation of analytical methods, liquid-liquid extraction, solid-phase extraction, narcotic drugs, psychotro-
pic and medicinal substances, blood.
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ВВЕДЕНИЕ

В соответствии с Приказом МЗ РФ от 
18.12.2015 № 933н «О порядке проведения ме-
дицинского освидетельствования на состояние 
опьянения (алкогольного, наркотического или 
иного токсического)» химико-токсикологические 
исследования разделены на два этапа, предва-
рительный и подтверждающий. Подтвержда-
ющими в Приказе № 933н считаются два ме-
тода анализа: газовая хроматография с масс-
спектрометрией и высокоэффективная жидкост-
ная хроматография с масс-спектрометрией. Од-
нако недостаточное финансирование и, как след-
ствие, слабый уровень оснащенности химико-
токсикологических лабораторий в регионах яв-
ляется серьезным препятствием для реализации 
требований данного Приказа.

В соответствии с данным Приказом диа-
гностику состояния наркотического опьянения 
предполагается проводить в том числе и по об-
разцам крови [1, 2]. Особенностью крови как объ-
екта исследований являются сильные «матрич-
ные эффекты», обусловленные высоким содер-
жанием белков, липидов и форменных элемен-
тов, взвешенных в плазме [3]. Кроме того, кон-
центрации токсических веществ в крови, как 
правило, ниже, чем в моче. 

ЦЕЛЬ  ИССЛЕДОВАНИЯ

Разработка методики скрининга образцов 
крови, прежде всего пробоподготовки, для выяв-
ления наркотических средств, психотропных и 
лекарственных веществ в крови методом газовой 
хроматографии с масс-селективным детектиро-
ванием (ГХ-МС) для целей реализации Приказа 
МЗ РФ № 933н от 18.12.2015.

Задачи исследования:
1. Выбрать модельные вещества и провести 

валидацию методик количественного определе-
ния для них методом ГХ-МС.

2. Оценить эффективность широко приме-
няемых методик пробоподготовки жидкость-
жидкостной и твердофазной экстракцией на мо-
дельных веществах.

3. Усовершенствовать методики жидкость-
жидкостной и твердофазной экстракции с целью 
снижения «матричного эффекта» и провести ва-
лидацию разработанных методик.

4. Апробировать разработанные методи-
ки на экспертном материале для последую-
щего внедрения в практику работы химико-
токсикологических лабораторий.

INTRODUCTION

In accordance with the Order of the Minis-
try of Health of the Russian Federation (MH RF) 
dated December 18, 2015 No. 933n “On the proce-
dure for conducting a medical examination on the 
state of intoxication (alcoholic, narcotic or other 
toxic)”, the toxicological studies are divided into 
two stages, preliminary and confi rmatory. Two 
methods of analysis are considered confi rmatory in 
the Order No. 933n: gas chromatography with mass 
spectrometry and high performance liquid chro-
matography with mass spectrometry. However, in-
adequate funding and, as a result, the low level of 
equipment of chemical and toxicological laborato-
ries in the regions is a serious obstacle to the imple-
mentation of this Order requirements.

In accordance with this Order, the diagnosis 
of drug intoxication is supposed to be carried out 
including blood samples [1, 2]. Blood as an object 
of research is peculiar for its strong “matrix ef-
fects” due to the high content of proteins, lipids 
and formed elements suspended in plasma [3]. In 
addition, the concentrations of toxic substances in 
blood are usually lower than in urine.

A IM O F THE R ESE A RCH 

Development of a method for screening blood 
samples, primarily sample preparation, for the de-
tection of narcotic drugs, psychotropic and medici-
nal substances in the blood by gas chromatography 
with mass selective detection (GC-MS) for the im-
plementation of the MH  RF Order No. 933n dated 
December 18, 2015.

Research objectives:
1. To select model substances and validate 

quantitative determination methods for them using 
GC-MS.

2. To evaluate the effi cacy of widely used me-
thods of sample preparation by liquid-liquid and 
solid-phase extraction on model substances.

3. To improve the methods of liquid-liquid and 
solid-phase extraction in order to reduce the “ma-
trix effect” and to validate the developed proce-
dures.

4. To test the developed methods on expert ma-
terial for subsequent reduction to practice of chem-
ical-toxicological laboratories.

MATERIALS AND METHODS

The following equipment was used to solve the 
tasks: the Agilent 7820A gas chromatograph with 
an Agilent 5977 mass selective detector, the HP-
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МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

Для решения поставленных задач было ис-
пользовано следующее оборудование: газовый 
хроматограф Agilent 7820A с масс-селективным 
детектором Agilent 5977, колонка капилляр-
ная HP-5ms (30 м × 0.25 мм × 0.25 мкм), управ-
ление с помощью программы MassHunter GC 
MS, обработка полученных данных в програм-
ме MassHunter Qualitative Analysis, AMDIS; цен-
трифуга ЦЛМН-Р-10-01-ЭЛЕКОН. Исследова-
ние выполняли, используя в качестве модель-
ных лекарственных веществ (МЛВ) субстанцию 
кофеина-натрия бензоата (фармакопейная ста-
тья (ФС) 173, Государственная Фармакопея, изд-е 
10 (ГФ Х)); субстанцию папаверина гидрохлори-
да (ФС 42-0267-07, ГФ XIII); субстанцию хини-
на сульфата (ФС 149, ГФ Х); субстанцию анальги-
на (ФС. 2.1.0003.15, ГФ XIII). Также были исполь-
зованы патроны для твердофазной экстракции 
(ТФЭ) Macherey-Nagel Chromabond HR-X с непод-
вижной фазой на основе дивинилполистирола 
и патроны для ТФЭ Macherey-Nagel Chromabond 
Drug II с неподвижной фазой, имеющей четвер-
тичные аммониевые центры.

Параметры хроматографа: скорость пото-
ка газа-носителя 1.2 мл/мин (постоянный по-
ток), температура канала ввода 270 °С, сопряже-
ния хроматографа и детектора 310 °С. Начальная 
температура термостата хроматографа 70 °С, вы-
держка 1 мин, увеличение температуры на 30 °С 
в 1 мин в течение 3 мин до 150 °С, без выдержки 
увеличение температуры на 10 °С/мин, время вы-
держки 7 мин.

Параметры детектора: температура источ-
ника масс-спектрометра 230 °С, квадрупольно-
го фильтра масс (КФМ) 150 °С. Время задержки 
растворителя 3.80 мин, начальная масса 40 m/z, 
конечная масса 650 m/z, тип сбора данных Scan, 
скорость сканирования n = 2, размер шага m/z 
0.1. Обработку хроматограмм с целью идентифи-
кации компонентов проб проводили с использо-
ванием программ ChemStation G1701DA и AMDIS.

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ

Для определения эффективности наибо-
лее распространенных методик пробоподготов-
ки и их валидации нами были выбраны следую-
щие модельные лекарственные вещества: кофе-
ин, анальгин, хинин и папаверин. Данные МЛВ 
отвечают следующим требованиям: различные 
кислотно-основные свойства, липофильность 
(logP), степени связывания с белками и возмож-
ная необходимость их исследования в рамках 
химико-токсикологических анализов. Основа-

5ms capillary column (30 m × 0.25 mm × 0.25 μm), 
control using the MassHunter GC MS program, and 
processing the data obtained in the program Mass-
Hunter Qualitative Analysis, AMDIS; the centrifuge 
CLMN-R-10-01-ELEKON. The study was carried 
out using the substance of caffeine-sodium benzo-
ate (Pharmacopoeia article (PA) 173, State Pharma-
copoeia, ed. 10 (SP X)); the substance of papaverine 
hydrochloride (PA 42-0267-07, SF XIII); the qui-
nine sulfate (PA 149, SP X); the substance of anal-
gin (PA 2.1.0003.15, SP XIII) as model medicinal 
substances (MMS). Macherey-Nagel Chromabond 
HR-X solid phase extraction (SPE)  cartridges with 
stationary phase based on divinyl polystyrene and 
Macherey-Nagel Chromabond Drug II cartridges 
for SPE with stationary phase having quaternary 
amine centers were also used.

Chromatograph parameters: the carrier gas 
fl ow rate 1.2 ml/min (constant fl ow), the inlet chan-
nel temperature 270°С, the chromatograph and 
detector integration temperature 310°С. The ini-
tial temperature of the chromatograph thermostat 
70°C, hold-up time 1 min, ramping the temperature 
by 30°C in 1 min within 3 min to 150°C, without 
holding up, ramping the temperature by 10°C / min, 
hold-up time 7 min.

Detector parameters: the temperature of the 
mass spectrometer source 230°C, quadrupole 
mass filter (QMS) 150°C. Solvent retention time 
3.80 min, the  initial mass 40 m / z, the final mass  
650 m/z, the type of data gathering is Scan, scan-
ning speed n = 2, step size of m/z 0.1. Chromato-
grams were processed to identify sample compo-
nents using the ChemStation G1701DA and AMDIS 
programs.

RESULTS AND DISCUSSION

To determine the efficacy of the most common 
methods of sample preparation and their valida-
tion, we selected the following model medicinal 
substances (MMS): caffeine, analgin, quinine 
and papaverine. These MMS meet the following 
requirements: various acid-base properties, li-
pophilicity (logP), degrees of binding to proteins 
and the possible need for their study in the frame-
work of chemical toxicological analyses. The alka-
loids bases were isolated from the corresponding 
salts.

MMS used for the study were checked for com-
pliance with the requirements of the Pharmacopoe-
ia articles. Since further work was performed on 
the GC-MS device, additional MMS were analyzed 
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ния алкалоидов выделялись из соответствую-
щих солей.

Использованные для проведения исследо-
вания субстанции МЛВ были проверены на со-
ответствие требованиям фармакопейных ста-
тей. Так как в дальнейшем работа выполнялась 
на приборе ГХ-МС, дополнительно МЛВ подвер-
гались анализу данным методом (рис. 1, табл. 1). 
Полученные хроматограммы и масс-спектры со-
впадали с базой данных прибора.

Оценка эффективности методик проводи-
лась путем моделирования комплекса МЛВ — 
белки крови методом добавок. Модельные ком-
плексы получали следующим образом: к 4 мл 
крови прибавляли 50 или 250 мкл раствора МЛВ 
в фосфатном буфере или этаноле, кровь переме-
шивали и получали комплекс с содержанием 20 
или 100 мкг вещества в пробе. Термостатировали 
при 37 °С в течение 30 мин [4]. 

Нами были использованы следующие мето-
дики:

1. После кислотного гидролиза (к 2 мл кро-
ви добавляли 0.5 мл хлористоводородной кис-
лоты концентрированной и нагревали на кипя-
щей водяной бане 45 мин) проводили жидкость-

by this method (Fig. 1, Table 1). The resulting chro-
matograms and mass spectra matched the device’s 
database.

The effi cacy of the methods was evaluated by 
modeling the MMS — blood protein complex using 
the additive method. Model complexes were ob-
tained as follows: 50 or 250 μl of MMS solution in 
a phosphate buffer or ethanol were added to 4 ml of 
blood, the blood was mixed and a complex contain-
ing 20 or 100 μg of the substance in the sample was 
obtained. Thermostatted at 37°C for 30 min [4].

We used the following methods:
1. After acid hydrolysis (2 ml blood added to 

0.5 ml of concentrated hydrochloric acid and heat-
ed on boiling water bath for 45 min) was performed 
liquid-liquid extraction (LLE) by a mixture of ethyl 
acetate : diethyl ether (1 : 1) (3 ml, at pH = 10); after 
centrifugation, the organic phase was evaporated, 
the dry residue was dissolved in 100 μl of ethyl ac-
etate, then derivatized with 50 μl of methylsilyltri-
fl uoroacetamide (MSTFA) for 20 min at 80°C and 
examined by GC-MS.

2. After acid hydrolysis according to the me-
thod described above, the sample was centrifuged 

Таблица 1. Параметры качественного анализа оснований модельных веществ методом ГХ-МС
Table 1. Parameters of qualitative analysis of MMS bases by GC-MS method

Вещество / Substance Время удерживания, мин
Hold-up time, min

Характеристические ионы*
Characteristic ions*

Кофеин / Caffeine 11.833 194 (999), 109 (721), 55 (439), 67 (438), 82 (328)

Анальгин / Analgin 15.889 123 (999), 215 (314), 56 (127), 42 (97), 122 (76)

Хинин-TMS**
TMS-quinine**

18.858 136 (999), 73(202), 137 (105), 81 (55), 77 (41)

Папаверин / Papaverine 20.956 338 (999), 324 (906), 339 (761), 308 (246),154 (209)

  *В скобках указаны относительные интенсивности ионов.
    In parentheses are the relative abundance of the ions.
**Из сульфата хинина выделялось основание, которое дериватизировалось до триметилсилильного эфира (TMS).
    A base was isolated from quinine sulfate which was derivatized to trimethylsilyl ether (TMS).

Рис. 1. Результаты качественного анализа МЛВ методом ГХ-МС
Fig. 1. Results of qualitative analysis of MMS by GC-MS method
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жидкостную экстракцию (ЖЖЭ) смесью этила-
цетат : диэтиловый эфир (1 : 1) (3 мл, при рН = 10); 
после центрифугирования органическую фазу 
выпаривали, сухой остаток растворяли в 100 мкл 
этилацетата, дериватизировали 50 мкл метил-
силилтрифторацетамида (MSTFA) в течение 20 
мин при 80 °С и исследовали методом ГХ-МС.

2. После кислотного гидролиза по методике, 
описанной выше, образец центрифугировали со 
скоростью 3000 об./мин в течение 5 мин и про-
водили твердофазную экстракцию на двух па-
тронах по следующей методике: первый патрон 
Chromabond Drug II промывали последовательно 
водой очищенной (1 мл) и гексаном (1 мл), после 
чего пропускали супернатант через патрон и сно-
ва промывали водой очищенной (1 мл). В пробир-
ке к прошедшей через патрон пробе прибавляли 
4 мл аммиачного буферного раствора (рН = 10). 
С патрона Chromabond Drug II аналиты смывали 
последовательно гексаном (2 мл), спиртом этило-
вым 95% (2 мл). Получали элюат I.

3. Второй патрон Chromabond HR-X сна-
чала промывали последовательно водой очи-
щенной (1 мл) и смесью этилацетат : диэтило-
вый эфир (1 : 1), пропускали через патрон про-
бу и после промывали водой очищенной (1 мл) и 
7% раствором спирта этилового (1 мл). С патро-
на Chromabond HR-X аналиты смывали смесью 
этилацетат : диэтиловый эфир (1 : 1) (4 мл). По-
лучали элюат II. Полученные элюаты упарива-
ли досуха в токе воздуха. Сухой остаток элюата I 
растворяли в 100 мкл смеси гексан : этилацетат 
(7 : 1), элюата II — в 100 мкл этилацетата, дерива-
тизировали 50 мкл MSTFA в течение 20 мин при 
80 °С, после чего исследовали.

На хроматограммах полученных извлече-
ний отмечали индивидуальные пики МЛВ (ко-
феин — 11.83 мин, анальгин — 15.88 мин, хи-
нин — 18.85 мин (после дериватизации до триме-
тилсилильного эфира), папаверин — 20.95 мин) 
и масс-спектры, соответствующие библиотеке 
прибора. 

Количественное определение МЛВ прово-
дили по градуировочному графику, построен-
ному по растворам рабочих стандартных образ-
цов анализируемых веществ. Методики количе-
ственного определения методом ГХ-МС валиди-
рованы [4]. 

Исследование крови на содержание токси-
ческих веществ обладает как своими преимуще-
ствами, так и недостатками. Так, к достоинствам 
можно отнести возможность определения фак-
тического их наличия в организме и концентра-
ции в любой момент времени, а к недостаткам — 

at a speed of 3000 rpm for 5 min and solid-phase 
extraction was performed on two cartridges ac-
cording to the following method: the fi rst Chrom-
abond Drug II cartridge was washed sequentially 
with purifi ed water (1 ml) and hexane (1 ml), after 
which the supernatant was passed through the 
cartridge and again washed with purifi ed water 
(1 ml). In a test tube, 4 ml of ammonia buffer solution 
(pH = 10) was added to the sample passed through the 
cartridge. From the chromabond Drug II cartridge, 
analytes were washed off sequentially by hexane 
(2 ml) and 95% ethyl alcohol (2 ml). Eluate I was 
obtained.

3. The second Chromabond HR-X cartridge 
was fi rst washed sequentially by purifi ed water 
(1 ml) and a mixture of ethyl acetate: diethyl ether 
(1 : 1), a sample was passed through the cartridge 
and then was washed by purifi ed water (1 ml) and a 
7% solution of ethyl alcohol (1 ml). From the Chro-
mabond HR-X cartridge, analytes were washed off 
by a mixture of ethyl acetate : diethyl ether (1 : 1) 
(4 ml). Eluate II was obtained. The resulting eluates 
were evaporated dry in a air current. The dry resi-
due of eluate I was dissolved in 100 μl of a mixture 
of hexane : ethyl acetate (7 : 1), eluate II — in 100 μl 
of ethyl acetate, and with 50 μl of MSTFA was de-
rivatized for 20 min at 80°C, after which it was ex-
amined.

Individual peaks of MMS (caffeine — 11.83 
min, analgin — 15.88 min, quinine — 18.85 min 
(after derivatization to trimethylsilyl ether), papa-
verine — 20.95 min) and mass spectra correspond-
ing to the device data library were observed on the 
chromatograms of the obtained extracts.

Quantitative determination of MMS was car-
ried out according to a calibration graph plotted 
on solutions of working standard samples of the 
analyzed substances. GC-MS quantifi cation proce-
dures were validated [4].

Blood testing for toxic substances has both ad-
vantages and disadvantages. So, the advantages in-
clude the ability to determine their actual presence 
in the body and concentration at any time, and the 
disadvantages — the complexity of sample prepara-
tion, the strong infl uence of the matrix, the com-
plexity of the destruction of the protein — toxicant 
complex and the isolation of lipophilic substances 
from plasma.

Toxicological studies are traditionally divided 
into 4 stages: isolation, purifi cation, isolation of 
substances from purifi ed matrices, qualitative and 
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quantitative analysis. The most important is the 
fi rst stage of toxicological research — isolation of 
the toxicant. This is due to the fact that it is at this 
stage that the maximum losses of target analytes 
are possible, which must be minimized.

In order to obtain model blood samples, two 
methods were used: the method for obtaining a 
model protein — toxicant complex proposed by 
Csögör [5] at physiological pH values of the medium 
(7.35, phosphate buffer), and the model with solu-
tions of substances in ethanol. The results of quan-
titative determination of MMS in extracts from 
both model complexes by liquid-liquid and solid-
phase extraction are presented in Table 2, 3. Acid 
hydrolysis of biological fl uids is performed in order 
to destroy water-soluble metabolites, glucuronide 
conjugates and increase the degree of the target 
toxicant extraction.

From the data presented in Table 2 and 3, it can 
be seen that the degree of extraction from the alco-
hol model complex and the complex obtained on a 
phosphate buffer solution is comparable, the differ-
ences are noted within the error of the method.

On the chromatograms, in addition to the 
peaks of MMS, there are peaks of higher fatty 
acids (HFA): myristic, stearic, linoleic and palmit-
ic acids. HFA peaks can have a negative impact on 
the interpretation of the study results: a signifi-
cant amount of HFA creates a high-intensity ion 
background, which makes it difficult to identify 
substances, and due to a significant difference in 
the areas of peaks, substances can be mistakenly 
attributed to the background, which leads to the 
impossibility of qualitative and quantitative anal-
ysis of them. In our case, the effect of HFA was 

сложность пробоподготовки, сильное влияние 
матрицы, сложность разрушения комплекса бе-
лок — токсикант и выделения липофильных ве-
ществ из плазмы.

Токсикологические исследования традици-
онно подразделяются на 4 этапа: изолирование, 
очистка, выделение веществ из очищенных ма-
триц, качественный и количественный анализ. 
Наиболее важен именно первый этап токсико-
логического исследования — изолирование ток-
сиканта. Это связано с тем, что именно на этом 
этапе возможны максимальные потери целевых 
аналитов, что необходимо свести к минимуму. 

Для получения модельных образцов кро-
ви использовались две методики: методика по-
лучения модельного комплекса белок — токси-
кант, предложенная Чёгером [5], при физиоло-
гических значениях рН среды (7.35, фосфатный 
буфер), и модель с растворами веществ в этано-
ле. Результаты количественного определения 
МЛВ в извлечениях из обоих модельных ком-
плексов методом жидкость-жидкостной и твер-
дофазной экстракции представлены в табл. 2, 3. 
Кислотный гидролиз биологических жидкостей 
проводится с целью разрушения водораствори-
мых метаболитов, конъюгатов с глюкуроновой 
кислотой и повышения степени экстракции це-
левого токсиканта.

Из данных, представленных в табл. 2 и 3, 
видно, что степень экстракции из спиртового мо-
дельного комплекса и комплекса, полученного на 
фосфатном буферном растворе, сопоставима, раз-
личия отмечаются в пределах ошибки методики. 

На хроматограммах, кроме пиков МЛВ, при-
сутствуют пики высших жирных кислот (ВЖК): 
миристиновой, стеариновой, линолевой и паль-

Таблица 2. Количественное содержание оснований МЛВ в экстрактах после изолирования методом ЖЖЭ из об-
разцов крови, мкг/мл
Table 2. Quantitative content of MMS bases in extracts after isolation by LLE method from blood samples, μg/ml

МЛВ / MMS

Модель в фосфатном буферном растворе
Model in phosphate buffer solution

Модель в этаноле
Model in ethanol

20 мкг/мл | μg/ml 100 мкг/мл | μg/ml 20 мкг/мл | μg/ml 100 мкг/мл | μg/ml

Кофеин / Caffeine 8.46 ± 0.3
(3.58; 8.95)

5.69 ± 0.2
(3.48; 7.32)

8.12 ± 0.27
(3.52; 8.80)

5.12 ± 0.18
(3.57; 8.79)

Анальгин / Analgin 7.27 ± 0.23
(3.23; 7.91)

5.76 ± 0.24
(4.14; 9.2)

7.51 ± 0.3
(4.05; 10.11)

3.06 ± 0.085
(2.77; 6.86)

Хинин / Quinine 62.90 ± 1.19
(1.89; 4.64)

46.24 ± 1.45
(3.13; 8.28)

50.60 ± 0.84
(1.66; 4.07)

26.75 ± 0.81 
(3.03; 7.44)

Папаверин / Papaverine 59.28 ± 1.27
(2.14; 5.24)

52.68 ± 1.44
(2.74; 7.25)

60.94 ± 1.18
(1.94; 4.75)

26.57 ± 0.66
(2.50; 6.13)

Пр и м е ч а н и е .  В табл. 2, 3 данные представлены как среднее ± отклонение от среднего; в скобках: отклонение от среднего 
значения, %; коэффициент вариации, %.
N o t e .  In Table 2, 3 data are presented as the average ± deviation from the average; in parentheses: deviation from the average value, 
%; coeffi cient of variation, %.
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митиновой кислот. Пики ВЖК могут оказать не-
гативное влияние на интерпретацию резуль-
татов исследования: значительное количество 
ВЖК создает ионный фон высокой интенсивно-
сти, что затрудняет идентификацию веществ, а 
также вследствие значительной разницы в пло-
щадях пиков вещества могут быть ошибочно от-
несены к фону, что приводит к невозможности 
качественного и количественного их анализа. 
В нашем случае влияние ВЖК было минималь-
но, так как разница в концентрациях между ВЖК 
и модельными веществами не так значитель-
на и в данных условиях не образуются «пики-
наездники» (рис. 2).

Содержание этанола до 10 ‰ практически не 
влияет на степень экстракции токсикантов, а со-
держание этанола свыше 10 ‰ значительно сни-
жает эффективность изолирования. Установле-
ние данного факта является важным при про-
ведении исследования в случаях алкогольного 
и медикаментозного отравления. Данные усло-
вия оптимальны для изолирования основных 
веществ липофильной природы. В связи с боль-
шим содержанием липидов в пробе после ЖЖЭ 
в основном экстракте присутствуют в значитель-
ном количестве липофильные вещества кислот-
ного характера, что затрудняет контроль пра-
вильности проведения пробоподготовки и по-

minimal since the difference in concentrations 
between HFA and model substances is not so sig-
nificant and “rider peaks” are not formed under 
these conditions (Fig. 2).

The ethanol content of up to 10‰ practically 
does not affect the degree of toxicant extraction, and 
the ethanol content of more than 10‰ signifi cantly 
reduces the effi cacy of isolation. The establishment 
this fact is important when conducting research in 
cases of alcohol and drug intoxication. This condi-
tions are optimal for isolating the main substances 
of lipophilic nature. Due to the high content of li-
pids in the sample after LLE, a signifi cant amount 
of acidic lipophilic substances are present in the 
main extract, which makes it diffi cult to control the 
correctness of sample preparation and subsequent 
identifi cation of analytes, so it became necessary to 
develop a technique that would reduce the content 
of higher fatty acids in the sample as much as pos-
sible.

After performing SPE, the chromatograms to-
gether with the peaks of the MMS bases contain 
peaks of myristic, stearic, and palmitic acids. Li-
noleic acid was not detected on all chromatograms, 
so the sample can be completely purifi ed from it. 
During SPE, hydrophilic substances are extracted 
to a greater extent, which is due to the purifi cation 

Таблица 3. Количественное содержание оснований МЛВ в экстрактах после изолирования методом ТФЭ из об-
разцов крови, мкг/мл
Table 3. Quantitative content of MMS bases in extracts after isolation by SPE method from blood samples, μg/ml

МЛВ / MMS

Модель в фосфатном буферном растворе
Model in phosphate buffer solution

Модель в этаноле
Model in ethanol

20 мкг/мл | μg/ml 100 мкг/мл | μg/ml

Кофеин / Caffeine 8.46 ± 0.3 (3.58; 8.95) 28.47 ± 1.26 (4.44; 8.89)

Анальгин / Analgin 7.27 ± 0.23 (3.23; 7.91) 3.32 ± 0.051 (1.54; 3.01) 

Хинин / Quinine 62.90 ± 1.19 (1.89; 4.64) 2.25 ± 0.35 (15.68; 31.11)

Папаверин / Papaverine 59.28 ± 1.27 (2.14; 5.24) 7.73 ± 0.37 (4.82; 9.57)

Рис. 2. Хроматограмма смеси модельных веществ после пробоподготовки методом ЖЖЭ
Fig. 2. Chromatogram of a model substances mixture after sample preparation by LLE  method
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следующей идентификации аналитов, поэтому 
появилась необходимость разработки методики, 
которая позволила бы максимально снизить со-
держание ВЖК в пробе.

После проведения ТФЭ на хроматограммах 
совместно с пиками оснований МЛВ присут-
ствуют пики миристиновой, стеариновой, паль-
митиновой кислот. Линолевая кислота обнару-
живалась не на всех хроматограммах, следова-
тельно, проба может быть очищена от нее пол-
ностью. В ходе ТФЭ извлекаются в большей сте-
пени гидрофильные вещества, что связано в 
том числе с очисткой пробы от высших жирных 
кислот и частичным растворением в них липо-
фильных веществ, что обусловливает их поте-
ри (рис. 3).

Разработанные методики были валидирова-
ны по следующим характеристикам:

1. Сходимость: относительное стандарт-
ное отклонение (RSD) не превышало 10 %, кро-
ме анальгина при изолировании методом ЖЖЭ 
(спиртовая добавка) и хинина при изолировании 
методом ТФЭ (спиртовая добавка). 

2. Внутрилабораторная воспроизводимость: 
RSD не превышало 17 %.

Апробирование методик на экспертном ма-
териале происходило в соответствии с Прика-
зом МЗ РФ № 933н от 18.12.2015 и Приказом 
МЗ и СР РФ от 27.01.2006 № 40 «Об организа-
ции проведения химико-токсикологических ис-
следований при аналитической диагностике на-
личия в организме человека алкоголя, наркоти-
ческих средств, психотропных и других токси-
ческих веществ», которые регламентируют про-
цедуры проведения токсикологических иссле-
дований живых лиц. Исследование экспертно-
го материала, образцов крови освидетельству-
емых лиц проводили по описанной выше ме-
тодике ЖЖЭ и ТФЭ (рис. 4, 5). Обнаружен ши-
рокий спектр наркотических средств, психо-

of the sample from HFA and partial dissolution of 
lipophilic substances in them, which causes their 
loss (Fig. 3).

The developed methods were validated for the 
following characteristics: 

1. Precision: the relative standard deviation 
(RSD) did not exceed 10%, except for analgin when 
isolated by LLE (alcohol additive) and quinine when 
isolated by SPE method (alcohol additive). 

2. Intralaboratory reproducibility: RSD did not 
exceed 17%.

Testing of the methods on expert material was 
carried out in accordance with the MH RF Order 
No. 933n, dated December 18, 2015 and the Order 
of 27.01.2006 No. 40 “On organization of chemical 
and toxicological studies in the analytical diagnosis 
of the presence of alcohol, narcotic drugs, psycho-
tropic and other toxic substances in human body” 
which regulate the procedures for conducting toxi-
cological examination of living persons. The study 
of expert material and blood samples of the exam-
ined persons was carried out using the LLE and 
SPE methods described above (Fig. 4, 5). A wide 
range of narcotic drugs, psychotropic and medici-
nal substances has been detected including OH-α-
pyrrolidinvalerophenone (1-phenyl-2-(pyrrolidin-
1-yl)pentan-1-ol) and α-pyrrolidinvalerophenone, 
desomorphine, nevirapine, tramadol, cannabinol 
and a number of others (Fig. 6) [6].

CONCLUSION

The conducted research allows us to draw the 
following conclusions:

1. Procedures for sample preparation of blood 
specimens for screening tests for the presence of 
narcotic drugs, psychotropic and medicinal sub-
stances by GC-MS were developed and validated 
in accordance with the requirements of the MH RF 
Order No. 933n dated December 18, 2015.

Рис. 3. Хроматограмма смеси модельных веществ после пробоподготовки методом ТФЭ
Fig. 3. Chromatogram of a model substances mixture after sample preparation by SPE method
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тропных и лекарственных веществ, включаю-
щий ОН-α-пирролидинвалерофенон (1-фенил-
2-(пирролидин-1-ил)пентан-1-ол) и α-пирроли-
динвалерофенон, дезоморфин, невирапин, тра-
мадол, каннабинол и ряд других (рис. 6) [6].

2. It was found that the ethanol blood content 
up to 10‰ does not affect the degree of toxicant ex-
traction and the possibility to interpret the results. 
The effi cacy of model substances extraction from 
blood samples was evaluated depending on the iso-

КРОВЬ / BLOOD 

Центрифугирование 5 мин при 3000 об./мин
Centrifugation for 5 min at 3000 rpm

Плазма 2 мл
Plasma 2 ml 

Форменные элементы
Formed element

Отходы
Waste

Гидролиз 40 мин при 80 °С
Hydrolysis for 40 min at 80°C  

Гидролизат 
Hydrolysate 

NaCI 36% 2 мл / NaCI 36% 2 ml
HCI (k) 0.5 мл / HCI (k) 0.5 ml  

Эстрагент 3 мл / Extractant 3 ml 
Аммонийный буфер 4 мл / Ammonium buffer 4 ml   

Водная фаза
Aqueous phase 

Центрифугирование 5 мин при 3000 об./мин
Centrifugation for 5 min at 3000 rpm

Отходы
Waste

Органическая фаза 
Organic phase 

Упаривание воздухом
Air evaporation 

Сухой остаток
Evaporated residue 

Этилацетат 100 мкл 
Ethyl acetate 100 μl  

Дериватизация 20 мин при 80 °C
 MSTFA  500 мкл

Derivatization for 20 min at 80°C
MSTFA  50 μl

Исследование 
Examination 

Рис. 4. Схема пробоподготовки образцов крови методом ЖЖЭ  
(MSTFA — метилсилилтрифторацетамид)

Fig. 4. Scheme of sample preparation of blood specimens by LLE method 
(MSTFA — methylsilyltrifl uoroacetamide)
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КРОВЬ / BLOOD 

Центрифугирование 5 мин при 3000 об./мин
Centrifugation for 5 min at 3000 rpm

Плазма 2 мл
Plasma 2 ml 

Форменные элементы
Formed element

Отходы
Waste

Гидролиз 40 мин при 80 °С
Hydrolysis for 40 min at 80°C  

Гидролизат 
Hydrolysate 

NaCI 36% 2 мл / NaCI 36% 2 ml
HCI (k) 0.5 мл / HCI (k) 0.5 ml  

Водная фаза
Aqueous phase 

Центрифугирование 5 мин при 3000 об./мин
Centrifugation for 5 min at 3000 rpm

Отходы
Waste

Проба супернатант 
Sample supernatant 

ТФЭ  Chromabond Drug II  
SPE Chromabond Drug II 

Элюат кислый
Acidulous eluate  

Этилацетат 100 мкл 
Ethyl acetate 100 μl  

Дериватизация 20 мин при 80 °C
MSTFA  500 мкл 

Derivatization for 20 min at 80°C
MSTFA  50 μl

Исследование 
Examination 

Гексан 2 мл 
Hexane 2 ml 
Этанол 95% 2 мл 
Ethanol 95% 2 ml    

Упаривание
Evaporation 

Сухой остаток
Evaporated residue 

Гексан 100 мкл 
Hexane 100 μl  

Водная фаза
Aqueous phase 

Отходы
Waste

Супернатант основной
Main supernatant 

Аммонийный  буфер 4 мл
Ammonium buffer 4 ml 

ТФЭ  Chromabond HR-X  
SPE Chromabond HR-X

Элюат основной 
Main eluate 

Упаривание
Evaporation 

Сухой остаток
Evaporated residue 

Рис. 5. Схема пробоподготовки образцов крови методом ТФЕ 
(MSTFA — метилсилилтрифторацетамид)

Fig. 5. Scheme of sample preparation of blood specimens by SPE method 
(MSTFA — methylsilyltrifl uoroacetamide)
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Рис. 6. Хроматограмма и масс-спектр кетамина после изолирования из крови методом ЖЖЭ
Fig. 6. Chromatogram and mass spectrum of ketamine after isolation from blood by LLE method

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование позволяет сде-
лать следующие выводы: 

1. Разработаны и валидированы методики 
пробоподготовки образцов крови к скрининго-
вым исследованиям на наличие наркотических 
средств, психотропных и лекарственных веществ 
методом ГХ-МС в соответствии с требованиями 
Приказа МЗ РФ № 933н от 18.12.2015. 

2. Установлено, что содержание этанола до 
10 ‰ в крови не влияет на степень экстракции 
токсикантов и на возможность интерпретации 
результатов. Оценена эффективность экстрак-
ции модельных веществ из образцов крови в за-
висимости от метода изолирования. Выявлено, 
что методом ЖЖЭ лучше изолируются соедине-
ния с высоким logP, а методом ТФЭ — с низким.

3. Наиболее полное извлечение токсикан-
та достигается при разрушении комплекса белок 
крови — токсикант, для чего применяются раз-

lation method. It was revealed that compounds with 
a high logP were better isolated by LLE method and 
compounds with a low logP – by SPE method.

3. The most complete extraction of the toxi-
cant is achieved when the blood protein — toxicant 
complex is destroyed, for which different methods 
are used, but the best results were obtained using 
enzymatic hydrolysis techniques [7].
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ные методы, но наилучшие результаты были по-
лучены при использовании методик фермента-
тивного гидролиза [7].
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