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Цель исследования – изучить влияние различных факторов на экстрагирование эфавиренза из растворов 

и разработать методику его изолирования из мочи, обнаружения и количественного определения.  
Материалы и методы. Анализу подвергались отвечающие требованиям нормативных документов фармацев-

тическая субстанция-порошок и таблетки эфавиренза. Для разработки методики изолирования эфавиренза из био-
логических объектов использовали методы жидкость-жидкостной экстракции и высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ). Результаты экспериментальных исследований статистически обработаны с применением 
пакета программ для Windows XP (Microsoft Excel), и с использованием t-критерия Стьюдента. Различия считали 
достоверными при доверительной вероятности p<0,05.  

Результаты. С целью оптимизации методики были изучены условия, при которых достигается наибольший 
выход эфавиренза: органические растворители – эфир диэтиловый, дихлорметан; значение рН – для эфира диэти-
лового рН=3, для дихлорметана рН=2; электролит, проявляющий высаливающее действие – натрия хлорида рас-
твор 20% (при изолировании эфиром диэтиловым), натрия хлорида насыщенный раствор (при изолировании ди-
хлорметаном); кратность экстракции – трехкратное экстрагирование; время экстракции – в течение трех минут 
эфиром диэтиловым и в течение семи минут дихлорметаном.  

Заключение. Полученные результаты подтверждают пригодность методики, следовательно, она может быть 
рекомендована для химико-токсикологического и судебно-химического анализа исследуемого лекарственного 
вещества. 

Ключевые слова: судебно-химический анализ, химико-токсикологический анализ, изолирование, эфавиренз, 
количественное определение, обнаружение. 

Тютрина Вера Александровна – аспирант кафедры фармацевтической и токсикологической химии, ИГМУ, г. Иркутск.  
E-mail: ultr4vox@yandex.ru (автор, ответственный за переписку) 

Чмелевская Наталья Владимировна – канд. фарм. наук, зав. судебно-химическим отделением, ИОБСМЭ, г. Иркутск 
Илларионова Елена Анатольевна – д-р. хим. наук, профессор, зав. кафедрой фармацевтической и токсикологической 

химии, ИГМУ, г. Иркутск. E-mail: illelena24@rambler.ru  
 

В настоящее время в мире существует 
напряженная ситуация по распространению 
ВИЧ-инфекции. Эфавиренз – один из наиболее 
часто используемых антиретровирусных пре-
паратов [5, 8]. Резистентность к антиретрови-
русным препаратам вируса иммунодефицита 
человека связана с его высокой мутагенностью, 
позволяющей видоизменять РНК и производить 
устойчивые к их действию штаммы. Поэтому 
для воздействия на различные стадии развития 
вируса и предотвращения возникновения 
устойчивости высокоактивная антиретровирус-
ная терапия основывается на комбинации  
3-4 лекарственных средств с различными меха-
низмами действия [3].  

Так как эфавиренз назначается в комплекс-
ной терапии с несколькими антиретровирусны-
ми препаратами и препаратами других фарма-
кологических групп длительное время, появля-
ется опасность возникновения острых отравле-
ний. Кроме того, одним из главных побочных 
эффектов является его тяжелое действие на цен-
тральную нервную систему [6], что может при-
вести к ошибочному приему дозировки, пре-

вышающей требуемую, а также к намеренному 
приему более высокой дозы с суицидальной 
целью.  

Проведенный анализ литературы и норма-
тивных документов по контролю качества эфа-
виренза [4, 7, 9, 10] показал, что рекомендован-
ным методом количественного определения 
исследуемого лекарственного средства является 
метод высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии.  

Несмотря на то, что эфавиренз широко при-
меняется в комплексной антиретровирусной 
терапии, исследование литературы показало, 
что в ней отсутствуют данные о его химико-
токсикологическом исследовании. Это означает, 
что разработка методики изолирования из  
объектов биологического происхождения, обна-
ружения и количественного определения эфа-
виренза является важной задачей.  

Цель исследования – изучить влияние раз-
личных факторов на степень экстракции эфави-
ренза из растворов и разработать методику его 
изолирования из мочи, обнаружения и количе-
ственного определения.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ 

 
Анализу подвергались отвечающие требова-

ниям нормативных документов фармацевтиче-
ская субстанция-порошок и таблетки эфавирен-
за. Применяемые реактивы: вода очищенная, 
спирт 95%, хлористоводородной кислоты рас-
твор 0,1 М (приготовлен из фиксанала) и натрия 
гидроксида раствор 0,1 М (приготовлен из фик-
санала). Показатель величины рН контролиро-
вался универсальным ионометром ИТ-1101 
(ООО «Измерительная техника», г. Москва).  
Результаты экспериментальных исследований 
статистически обработаны с применением паке-
та программ для Windows XP (Microsoft Excel) и 
использованием t-критерия Стьюдента. Разли-
чия считали достоверными при доверительной 
вероятности p<0,05 [2].  

Условия экстракции эфавиренза из модель-
ного образца мочи: 25 мл мочи, содержащей 
раствор таблеток эфавиренза в спирте 95%, 
настаивается при комнатной температуре в кол-
бе вместимостью 100 мл в течение 24 часов и 
периодическом взбалтывании на приборе Шей-
кер S-3.08L (фирмы ELMI). 1 мл (для 0,2 г веще-
ства) или 0,5 мл (для 1,0 и 2,0 г вещества) мо-
дельного образца мочи помещается в пробирку, 
рН среды доводится до рН=3 или рН=2 хлори-
стоводородной кислоты раствором 0,1 М, соот-
ветственно, натрия хлорида раствор 20%/натрия 
хлорида насыщенного раствор 1 мл и эфир ди-
этиловый/дихлорметан 3 мл. Содержимое про-
бирки помещается в делительную воронку и 
взбалтывается в течение 3 мин/7 мин. Экстрак-
ция проводится трижды по 3 мл эфиром диэти-
ловым/дихлорметаном. Слой экстрагента отде-
ляется после разделения фаз, извлечения объ-
единяются. Растворители удаляются при ком-
натной температуре. Полученный после испа-
рения экстрагента сухой остаток растворяется в 
10 мл спирта 95% и доводится до метки в мерной 
колбе вместимостью 25 мл этим же растворите-
лем. Аликвотная часть полученного раствора 
2 мл (для 0,2 г вещества) или 1 мл (для 1,0 г и 
2,0 г вещества) переносится в мерную колбу 
вместимостью 100 мл и доводится до объема 
100 мл натрия гидроксида раствором 0,1 М. Сте-
пень экстракции эфавиренза определяется ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии на отечественном хроматографе «Ми-
лихром А-02». Использовался обращенно-
фазный вариант хроматографии на колонке  
75x2 мм, ProntoSIL-120-5-C18 AQ, подвижная фа-
за – элюент А – 0,2 M лития перхлорат – хлорной 
кислоты раствор 0,005 М (рН 2,8), элюент  
Б – МеCN, длина волны – 210 нм, скорость пото-
ка – 100 мкл/мин, объем пробы – 2 мкл, темпера-

тура термостата колонки – 40°С, градиент – 
3700 мкл 5% – 70% Б. 

Приготовление раствора РСО эфавиренза: 
точная масса субстанции эфавиренза (около 
0,0500 г) помещается в мерную колбу вместимо-
стью 100 мл, растворяется в 80 мл метанола, до-
водится объем раствора до метки, перемешива-
ется. Полученный раствор вводится в колонку в 
объеме 2 мкл. 

Для разработки методики изолирования 
эфавиренза из биологических объектов исполь-
зовали метод жидкость-жидкостной экстракции. 
Было изучено влияние нескольких факторов на 
степень экстракции эфавиренза из растворов: 
природы органического растворителя, рН среды, 
присутствия электролита, времени и кратности 
экстракции.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Так как эфавиренз ((4S)-6-хлор-4-
(циклопропилэтинил)-1,4-дигидо-4-(трифтор-
метил)-2H-3,1-бензоксазин-2-он) по химической 
структуре относится к производным бензокса-
зина, он обладает слабыми кислотными свой-
ствами и характеризуется гидрофобностью за 
счет наличия трех атомов фтора и других фраг-
ментов структуры. Изучение растворимости 
эфавиренза показало, что это лекарственное ве-
щество хорошо растворяется в следующих орга-
нических растворителях: хлороформ, дихлорме-
тан, эфир диэтиловый, этилацетат, толуол, бен-
зол, поэтому эти растворители выбраны для 
изучения процесса экстракции. 

В зависимости от рН раствора эфавиренз бу-
дет находиться в диссоциированном или моле-
кулярном состоянии, что приведет к увеличе-
нию или уменьшению степени экстракции в 
органический растворитель. рН растворов изме-
няли от 2 до 12 путем добавления хлористово-
дородной кислоты раствора 0,1 М или аммиака 
раствора 10%.  

На рис. 1 представлена графическая зависи-
мость степени извлечения эфавиренза из рас-
твора в зависимости от природы органического 
растворителя и рН среды. 

Установлено, что наибольшую извлекаю-
щую способность проявили эфир диэтиловый и 
дихлорметан, которые экстрагируют в макси-
мальном количестве эфавиренз при рН 3 и 2 со-
ответственно. Степень извлечения эфавиренза 
из растворов составляет 81,30,53% эфиром ди-
этиловым при рН 3 и 80,80,43% дихлорметаном 
при рН 2. 
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Рис. 1. График зависимости степени извлечения эфавиренза из растворов от органического раство-

рителя и рН среды. 
Fig.1. Graph of the degree of extraction of Efavirenz from solutions of an organic solvent and pH. 

 

 
Рис. 2. График зависимости степени извлечения эфавиренза из растворов от добавляемого электро-

лита. 
Fig. 2. Graph of the degree of extraction of Efavirenz from solutions of the added electrolyte. 

Следующим этапом экспериментальных ис-
следований являлось изучение влияния элек-
тролита на степень извлечения эфавиренза из 
растворов (рис. 2). 

Согласно полученным данным установлено, 
что добавление натрия хлорида раствора 20% 
приводит к повышению количества извлекае-
мого вещества при применении эфира диэтило-
вого до 85,270,32%. Натрия хлорида насыщен-
ный раствор улучшает экстрагируемость эфави-
ренза при применении в качестве органическо-

го растворителя дихлорметана до 85,160,26%. 
Аммония сульфата насыщенный раствор про-
явил высаливающее действие в случае экстрак-
ции эфиром диэтиловым, а при экстракции ди-
хлорметаном высаливателем является аммония 
сульфата раствор 20%. 

Дальнейшим этапом в разработке методики 
стало определение влияния на степень извлече-
ния эфавиренза из растворов времени и кратно-
сти экстрагирования (табл. 1, 2). 
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Таблица 1 
Table 1 

Результаты определения степени извлечения эфавиренза из растворов  
в зависимости от времени экстракции эфиром диэтиловым и дихлорметаном 

The results of determining the degree of extraction of Efavirenz from solutions, 
depending on the time of extraction with ether, diethyl and dichloromethane 

Время, мин 
Time, min 

Степень извлечения эфиром диэтиловым, %  
The degree of extraction of ether diethyl, % 

Степень извлечения дихлорметаном, %  
The degree of extraction with dichloromethane, % 

3 85.270.32 85.160.26 
5 84.830.13 86.860.12 
7 85.900.71 88.210.14 

 
Таблица 2 

Table 2 
Результаты определения степени извлечения эфавиренза из растворов в зависимости от кратности 

экстракции эфиром диэтиловым в течение трех минут и дихлорметаном в течение семи минут 
The results of determining the degree of extraction of Efavirenz from solutions, depending on the frequency of extraction with diethyl 

ether for three minutes and dichloromethane for seven minutes 

Кратность 
Multiplicity 

Степень извлечения эфиром диэтиловым, % 
The degree of extraction with ether diethyl, % 

Степень извлечения дихлорметаном, %  
The degree of extraction with dichloromethane, % 

Однократная 
Occurring once 

85.270.32 88.210.14 

Двукратная 
Double 

88.000.11 87.940.23 

Трехкратная 
Threefold 

89.170.18 91.580.10 

 

 
Рис. 3. Хроматограмма стандартного раствора эфавиренза с концентрацией 0,5 мг/мл в метаноле. 

Пик 1 – эфавиренз (ТR = 3449 мкл). 
Fig. 3. Chromatogram of the standard solution of Efavirenz with a concentration of 0.5 mg / ml in methanol. Peak 1 - Efavirenz  

(TR = 3,449 μl).  
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Таблица 3 
Table 3 

Определение степени извлечения эфавиренза эфиром диэтиловым  
из модельного образца мочи методом ВЭЖХ 

Determination of the degree of extraction of Efavirenz with diethyl ether from a model urine sample by HPLC 

Добавлено исследуемого вещества, г 
Added test substance, g 

n f Хഥ S2 S Sx ΔХ E, % СV 

0.2 6 5 76.35 0.14 0.37 0.15 0.39 0.51 0.49 
1.0 6 5 74.59 0.21 0.45 0.19 0.48 0.64 0.60 
2.0 6 5 84.46 0.25 0.50 0.20 0.52 0.62 0.59 

Примечание: здесь и далее: n – объем выборки, f – число степеней свободы, Х – среднее значение ре-
зультата, S2 – дисперсия, S – стандартное отклонение, Sx – стандартное отклонение среднего результата, 
ΔX – полуширина доверительного интервала величины, E,% – относительная ошибка среднего резуль-
тата, CV – коэффициент вариации. 

Note: hereafter: n – sample size, f – number of degrees of freedom, Х – average result, S2 – dispersion, S – standard deviation,  
Sx – standard deviation of the average result, ΔX –half-width of the confidence interval of magnitude, E,% – relative error of the average 
result, CV –coefficient of variation. 

 
Таблица 4 

Table 4 
Определение степени извлечения эфавиренза дихлорметаном  

из модельного образца мочи методом ВЭЖХ 
Determination of the degree of Efavirenz extraction with dichloromethane from a model urine sample by HPLC 

Добавлено исследуемого вещества, г 
Added test substance, g 

n f Хഥ S2 S Sx ΔХ E, % СV 

0.2 6 5 81.67 0.39 0.62 0.25 0.65 0.80 0.76 
1.0 6 5 75.27 0.31 0.56 0.23 0.59 0.78 0.74 
2.0 6 5 84.29 0.24 0.49 0.20 0.51 0.60 0.58 

 
Экспериментально доказано, что наилучшие 

результаты достигнуты при трехкратном экс-
трагировании эфиром диэтиловым в течение 3 
минут и дихлорметаном в течение 7 минут. За 
этот промежуток времени большинство молекул 
эфавиренза переходит в органическую фазу, а 
данное количество ступеней экстракции за счет 
поступления свежих порций растворителей 
обеспечивает наибольшую полноту извлечения 
вещества. 

Таким образом, применяя предложенные 
оптимальные условия экстрагирования, была 
разработана методика изолирования из модель-
ного образца мочи, обнаружения и количе-
ственного определения эфавиренза. 

Обнаружение эфавиренза проводили мето-
дом ВЭЖХ по времени удерживания, которое 
соответствует 34,49 мин (рис. 3). 

Полученные данные определения степени 
изолирования исследуемого вещества из мо-
дельного образца мочи представлены в табли-
цах 3 и 4. 

Как свидетельствуют полученные данные, 
определено, что из модельного образца мочи 
при экстракции эфиром диэтиловым изолиру-
ется от 73,94% до 85,21% эфавиренза и от 74,45% 
до 84,94% при извлечении дихлорметаном.  

Валидационная оценка методики, проведен-
ная по показателям прецизионности и правиль-
ности [1], доказала пригодность разработанной 
методики для анализа.  

Таким образом, было изучено влияние раз-
личных факторов на извлечение эфавиренза из 
растворов методом жидкость-жидкостной экс-
тракции (органический растворитель, рН среды, 
электролит, время и кратность). Разработана ме-
тодика изолирования, обнаружения и количе-
ственного определения эфавиренза из модель-
ного образца мочи методом жидкость-
жидкостной экстракции и ВЭЖХ. Проведен ва-
лидационный анализ предложенной методики. 
Полученные результаты подтверждают ее при-
годность для анализа, следовательно, разрабо-
танная методика позволяет получить достаточ-
но надежные и воспроизводимые результаты 
для предполагаемой области применения и мо-
жет быть рекомендована для химико-
токсикологического и судебно-химического 
анализа. 
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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR ISOLATING EFAVIRENZ  
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Objective: to study the effect of various factors on the extraction of Efavirenz from solutions and to develop a method 

for its isolation, detection and quantification from urine.  
Materials and methods. Pharmaceutical substance-powder and Efavirenz tablets, which meet the requirements of 

regulatory documents, were analyzed. To develop a method for isolating Efavirenz from biological objects, liquid-liquid ex-
traction and high-performance liquid chromatography (HPLC) were used. The results of experimental studies are statistical-
ly processed using the software package for Windows XP (Microsoft Excel) using Student's t-test. Differences were consid-
ered significant at a confidence level of p <0.05.  

Results. In order to optimize the methods, the conditions under which the highest yield of Efavirenz is achieved are 
studied: organic solvents – diethyl ether, dichloromethane; pH value - for diethyl ether pH = 3, for dichloromethane pH = 2; 
the electrolyte exhibiting a salting out effect is a sodium chloride solution of 20% (when isolated with diethyl ether), sodium 
chloride is a saturated solution (when isolated with dichloromethane); the multiplicity of extraction - triple extraction; ex-
traction time - for three minutes with diethyl ether and for seven minutes with dichloromethane.  

Conclusion. The obtained results confirm method suitability, therefore, the technique can be recommended for chemi-
cal-toxicological and forensic-chemical analysis of the studied medicinal substance. 

Key words: forensic chemical analysis, analytical toxicology, sample preparation, Efavirenz, quantitation, detection. 
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