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В представленном обзоре систе-

матизированы данные о проведении про-
боподготовки методом жидкость -
 жидкостной экстракции при определе-
нии содержания метилпроизводных 
ксантина в биоматериале. Обзор охва-
тывает результаты исследований, 
опубликованных за последние 30 лет. 

Анализ литературных данных по-
казывает, что среди индивидуальных ор-
ганических растворителей хлороформ и 
дихлорметан наиболее часто использу-
ются в пробоподготовке при анализе 
данной группы веществ. Кроме того, 
часто используются смеси органических 
растворителей. Самой распространен-
ной смесью является хлороформ-
изопропанол в различных соотношениях. 
Выбор того или иного соотношения 
растворителей не обосновывается. От-
сутствуют данные о коэффициентах 
распределения и влиянии на них pH и 
ионной силы раствора, что не позволяет 
научно обосновать рекомендации по вы-
бору той или иной экстракционной сис-
темы для пробоподготовки. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Как известно [1], кофеин относится 

к группе психостимуляторов. Он временно 
повышает умственную и физическую ра-
ботоспособность, улучшает настроение, 
снимает усталость, уменьшает потребность 
во сне. Благодаря данным свойствам, про-
дукты, содержащие кофеин, плотно вошли 
в нашу жизнь. 

Теофиллин относится к группе 
спазмолитиков миотропного действия и 

широко применяется для профилактики 
бронхоспазмов. Теобромин также прояв-
ляет спазмолитические свойства, но значи-
тельно реже применяется в медицинской 
практике. 

Постоянное потребление выше 
приведенных веществ как с продуктами 
питания, так и их использование в качест-
ве лекарственных средств обуславливает 
необходимость определять их содержание 
в организме человека. К настоящему вре-
мени разработано большое количество ме-
тодик анализа, позволяющих определять 
кофеин, теобромин и теофиллин в различ-
ных биологических объектах. В основном 
для этих целей используются методы вы-
сокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ) и газовой хроматографии 
(ГХ). Но данными методами невозможно 
проводить непосредственный анализ тако-
го сложного объекта, как, например, плаз-
ма. В моче содержание метилпроизводных 
ксантина (МПК) может быть ниже уровня 
чувствительности прибора. Все выше пе-
речисленное делает особенно актуальным 
проведение процесса пробоподготовки. 
Метод жидкость-жидкостной экстракции 
является одним из наиболее простых и 
доступных методов разделения и концен-
трирования, что обуславливает его широ-
кое применение в процессе пробоподго-
товки. 

В настоящем обзоре систематизи-
рованы данные о проведении пробоподго-
товки методом жидкость - жидкостной 
экстракции при определении содержания 
МПК в биоматериале. Обзор охватывает 
результаты исследований, опубликованные 
за последние 30 лет. 

 
Экстракционное концентрирование  
индивидуальными органическими 

растворителями 
С точки зрения проведения предва-

рительных работ перед пробоподготовкой 
использование однокомпонентных экстра-
гентов является наиболее оптимальным. 
Это связано с тем, что в качестве экстра-
гента используется один органический 
растворитель необходимой чистоты, либо, 
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в крайнем случае, подвергается несложной 
очистке. 

При проведении пробоподготовки 
для экстракции МПК наиболее часто ис-
пользуются алкилгалогениды, такие как 
хлороформ и дихлорметан. Например, ав-
торами [2] предложена методика опреде-
ления кофеина в плазме методом газо-
жидкостной хроматографии с применени-
ем пламенно-ионизационного детектора. 
Процесс пробоподготовки включает до-
бавление мепивакаина (внутренний стан-
дарт), создание щелочной среды и экс-
тракцию кофеина из пробы хлороформом. 
Полученный экстракт вводится в хромато-
граф. Группой авторов [3] также предлага-
ется использовать хлороформ, но при оп-
ределении содержания кофеина в волосах. 
Согласно предложенной ими методике, 
проба волос предварительно разрушается 
протеазами. После этого проводится жид-
кость - жидкостная экстракция и экстракт 
анализируется методом газовой хромато-
графии с масс-спектроскопическим детек-
тором. 

В последнее время в некоторых ра-
ботах [4, 5] предлагается использовать 
вместо хлороформа дихлорметан. Вероят-
но, это обусловлено более высокой ста-
бильностью дихлорметана при хранении, 
и, как следствие, отсутствием необходимо-
сти очищать его от стабилизирующих до-
бавок перед анализом. 

Авторами работы [4] предложена 
методика определения кофеина в плазме, 
слюне и различных кофеин-содержащих 
напитках. Процедура пробоподготовки 
включает в себя добавление к пробе внут-
реннего стандарта (7-пентилтеофиллин), 
подщелачивание пробы и экстракцию ко-
феина дихлорметаном. Экстракт вводится 
в газовый хроматограф. Детектирование 
осуществляется при помощи азот -
 селективного детектора. 

В работе [5] также предлагается ис-
пользовать при пробоподготовке дихлор-
метан в качестве экстрагента. Однако, в 
данном случае экстракция МПК из плазмы 
проводится не в щелочной, а в кислой сре-
де. Выпаренный остаток экстракта подвер-
гается анализу методом обращенно-фазной 
ВЭЖХ со спектрофотометрическим детек-

тированием. Предложенная методика по-
зволяет определять кофеин, теобромин и 
теофиллин в плазме крови в количестве до 
0,1 мг/л. 

Кроме выше перечисленных рас-
творителей, в литературе имеются данные 
о возможности использования для экс-
тракции этилацетата. Например, в статье 
[6] описана методика определения теофил-
лина в плазме крови. Его экстрагируют 
этилацетатом в щелочной среде, получен-
ный экстракт подвергают дериватизации с 
2,3,4,5,6- пентафторбромбензолом и ана-
лизируют методом газо-жидкостной хро-
матографии. 

 
Экстракционное концентрирование 
МПК с применением смеси органиче-

ских растворителей 
Несмотря на простоту использова-

ния однокомпонентных экстрагентов, они 
имеют и некоторые недостатки. Самый 
главный – это невозможность полностью 
экстрагировать одним органическим рас-
творителем некоторые аналиты. Так, на-
пример, кофеин достаточно хорошо экст-
рагируется хлороформом, а экстрагируе-
мость теобромина и теофиллина недоста-
точна для их количественного извлечения 
из пробы. Для увеличения выхода экстрак-
ции на практике используются двух- или 
трехкомпонентные экстракционные смеси 
органических растворителей. 

Наиболее часто для пробоподготов-
ки, при определении МПК, используется 
смесь хлороформ-изопропанол в различ-
ных соотношениях. Так, группой авторов 
[7] предложено использовать смесь хлоро-
форм-изопропанол (1:1) для определения 
кофеина и его метаболитов в плазме и мо-
че. Пробоподготовка мочи проводится без 
использования жидкость - жидкостной 
экстракции. А к пробам плазмы предвари-
тельно добавляют хлорную кислоту для 
осаждения белков, добавлением 1 М рас-
твора натрия гидроксида переводят 5-
ацетиламино-6-формиламино-3-метилура-
цил в 5-ацетиламино-6-амино-3-метилура-
цил, а затем нейтрализуют избыток щело-
чи 1 М раствором хлороводородной кисло-
ты. Экстракция проводится смесью хлоро-
форм - изопропанол (1:1) в течение 15 мин. 
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Органический слой отделяют центрифуги-
рованием и упаривают досуха. Остаток 
растворяют в 0,1 мл подвижной фазы и 
анализируют методом ВЭЖХ. 

Группой авторов [8] применена 
смесь хлороформ-изопропанол (75:25) для 
извлечения теофиллина и ацетаминофена 
(внутренний стандарт) из плазмы крови. 
Анализ экстракта проводится методом 
тонкослойной хроматографии с примене-
нием пластин для ТСХ с силикагелем. В 
качестве подвижной фазы используют 
смесь уксусной кислоты, изопропанола и 
толуола (1:12:6). 

В работе [9] для определения 5 ме-
таболитов кофеина в моче предлагается 
использовать для экстракции смесь хлоро-
форм-изопропанол (4:1). Экстракт анали-
зируется методом ВЭЖХ. 

Авторами [10, 11, 12] предлагается 
использовать для экстракции кофеина и 
ряда его метаболитов из мочи смесь хло-
роформ-изопропанол (85:15). Полученные 
экстракты подвергаются анализу методом 
обращенно-фазной ВЭЖХ с УФ-
 детектированием. Предложенные методи-
ки применяются для изучения активности 
цитохромов CYP1A2, CYP2A6, ксантинок-
сидазы и N-ацетилтрансферазы. 

При изучении активности цитохро-
ма P-450 CYP1A2 кофеин, 1,7-
диметилксантин и β-гидрокситеофиллин 
(внутренний стандарт) экстрагируют из 
плазмы 5 мл смеси хлороформ-изопро-
панол (9:1). Полученный экстракт анали-
зируют методом ВЭЖХ. Детектирование 
производится при 282 нм [13]. 

Аналогичную экстракционную 
смесь предложено использовать авторами 
работ [14, 15]. В статье [14] ее используют 
при анализе плазмы на содержание кофеи-
на, теофиллина и фенобарбитала. Но, для 
увеличения извлечения веществ из плазмы 
экстракция проводится при низких значе-
ниях pH и в присутствии избытка твердого 
аммония хлорида (в качестве высаливате-
ля). Анализ полученного экстракта прово-
дится методом ВЭЖХ. В работе [15] жид-
кость-жидкостная экстракция смесью хло-
роформ-изопропанол (9:1) используется 
при изучении стабильности кофеина в 
пробах мочи. Экстракция также проводит-

ся в присутствии высаливателя, но, в отли-
чие от предыдущей работы, в щелочной 
среде. Описанная методика включает ана-
лиз экстрактов методом обращенно-фазной 
ВЭЖХ и позволяет определить кофеин в 
концентрации 6-30 мкг/мл. 

Для экстракции МПК часто исполь-
зуется экстракционная смесь хлороформ-
изопропанол (95:5). Так, авторами [16] ис-
пользовалась данная смесь при анализе 
грудного молока на содержание никотина 
и его основных метаболитов, кофеина и 
ареколина. Описанная методика включает 
экстракцию кофеина, никотина и его ос-
новных метаболитов в нейтральной среде, 
а ареколина в щелочной, с последующим 
анализом экстрактов методом обращенно-
фазной ВЭЖХ-МС. 

В работе [17] предложено исполь-
зовать экстракционную смесь хлороформ-
изопропанол (95:5) для экстракции из 
плазмы крови целой группы веществ раз-
личного химического строения. Среди них: 
теофиллин, кофеин, ацетаминофен, хло-
рамфеникол, этосуксемид, пиримидон, фе-
нобарбитал, фенитоин и карбамазепин. 
Процедура пробоподготовки включает 
жидкость - жидкостную экстракцию экст-
рагентом, содержащим три внутренних 
стандарта (3-isobutyl-l-methylxanthine, toly-
barb, methsuximide), и анализ экстракта ме-
тодом обращенно-фазной ВЭЖХ с УФ-
детектированием при разных длинах волн. 

В статье [18] описана методика оп-
ределения теофиллина в плазме крови ме-
тодом газовой хроматографии. Кроме экс-
тракции смесью хлороформ-изопропанол 
(95:5), в процессе пробоподготовки ис-
пользуется реэкстракция в водную фазу, 
содержащую натрия гидроксид, и повтор-
ная экстракция этой же смесью для очист-
ки экстракта. Полученный экстракт под-
вергается дериватизации и хроматографи-
рованию. 

Аналогичную экстракционную 
смесь предложено использовать для опре-
деления теофиллина в работе [19]. Экс-
тракция проводится из плазмы. Экстракт 
анализируется методом обращенно-фазной 
ВЭЖХ. 

Анализ литературных данных пока-
зывает, что в ряде случаев в экстракцион-
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ной смеси используется вместо хлорофор-
ма дихлорметан. Так, в работе [20] при оп-
ределении теофиллина в крови недоно-
шенных новорожденных методом газовой 
хроматографии экстракцию предложено 
проводить смесью дихлорметан-
изопропанол в кислой среде. Авторы рабо-
ты [21] показывают, что при пробоподго-
товке проб для ВЭЖХ-определения тео-
филлина и ряда фторхинолонов в плазме 
эффективность использования смесей хло-
роформ-изопропанол и дихлорметан-
изопропанол мало различается. 

В некоторых случаях вместе с 
хлорпроизводными алканов используются 
и другие органические растворители, кро-
ме изопропанола. Например, в работах [22, 
23] при определении содержания кофеина 
в моче методом ВЭЖХ в процессе пробо-
подготовки использовали экстракцию в 
щелочной среде смесью дихлорметан-
метанол (9:1). 

Авторами работы [24] предложено 
использовать в качестве экстрагента смесь 
дихлорметан-диэтиловый эфир (80:20) при 
определении содержания руфлоксацина и 
теофиллина в плазме. Процесс пробопод-
готовки включает трехкратную экстрак-
цию, выпаривание объединенной органи-
ческой фазы в токе азота при комнатной 
температуре и анализ органического ос-
татка методом ВЭЖХ. 

Также описаны случаи, когда хлор-
производные алканов в экстракционных 
смесях заменялись другими органически-
ми растворителями. Например, в работах 
[25, 26] при исследовании содержания ко-
феина, теофиллина и их метаболитов в мо-
че методом ВЭЖХ, при пробоподготовке 
использовали экстракционную смесь этил-
ацетат-изопропанол. 

Методика использования двух ор-
ганических растворителей описана авто-
рами работы [27] для определения теофил-
лина в плазме крови. В процессе пробо-
подготовки к плазме (0,2 мл) вначале до-
бавляют 50 мкл изоамилового спирта, а 
затем 2 мл хлороформа, каждый раз тща-
тельно встряхивая. Органическую фазу от-
деляют и упаривают досуха на водяной 
бане при 50°С в струе азота. Остаток рас-
творяют в 100 мкл подвижной фазы и ана-

лизируют методом обращенно-фазной 
ВЭЖХ. 

В литературе имеются сведения о 
возможности использования трехкомпо-
нентных экстракционных смесей. Напри-
мер, авторами работы [27] описывается 
методика газохроматографического опре-
деления теофиллина в плазме. В процессе 
пробоподготовки для экстракции исполь-
зуют трехкомпонентную смесь метилен-
хлорид-гексан-уксусная кислота (80:20:0,1). 
Для уменьшения экстракции примесей из 
плазмы используют высаливатель - аммо-
ния сульфат. Полученный экстракт анали-
зируют методом газовой хроматографии с 
пламенно-ионизационным детектором. 

 
ВЫВОДЫ 

 
1.Условия экстракции метилпроизвод-

ных ксантина теоретически не обоснова-
ны, отсутствуют сведения о влиянии таких 
факторов, как pH, ионная сила раствора, 
природа экстрагента на полноту экстрак-
ции МПК. 

2.Не рассчитаны коэффициенты распре-
деления МПК в системах органический 
растворитель – вода и смесь органических 
растворителей – вода. 

3.Состав экстракционной смеси для из-
влечения веществ рассматриваемой груп-
пы из биоматериала варьирует от методи-
ки к методике. Выбор того или иного со-
отношения растворителей не обоснован. 
 

SUMMARY 
A.I. Zhebentyaev, M.L. Pivavar 

THE USAGE OF LIQUID-LIQUID EX-
TRACTIОN FOR DETERMINATION OF 
METHYLXANTHINES IN BIOLOGICAL 

MATERIALS 
The data about preparation of samples 

by a method of liquid - liquid extraction for 
determination of methylxanthines in biologi-
cal materials are systematized in this article. 
The review includes results of the research 
studies published during last 30 years. 

The analysis of literary data shows, 
that among individual organic solvents chlo-
roform and dichloromethane are often used 
for preparation of samples at the analysis of 
the given group of substances. Besides, mixes 
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of organic solvents are often used. The most 
widespread mix is chloroform- isopropylalco-
hol in various proportions. The choice of this 
or that proportion of solvents is not ground. 
There are no data about distributions coeffi-
cients and influence pH and ionic force a so-
lution on them. It does not allow to recom-
mend one extraction system for preparation of 
samples. 
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