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РЕЗЮМЕ
Введение. Одним из наиболее часто применяемых в настоящее время методов для количественного анализа лекарственных 

веществ в биопробах, полученных при изучении фармакокинетики, биоэквивалентности или лекарственного мониторинга, явля-
ется метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с ультрафиолетовым (УФ) детектированием. Он отличает-
ся гибкостью, позволяющей создавать множество методик с различными вариантами условий хроматографического разделе-
ния, детектирования, процедуры подготовки проб и др., ориентированных на конкретные целевые аналиты, учитывающие их 
свойства и особенности. Вместе с тем по мере накопления опыта и обобщения данных формируются те или иные закономерно-
сти, выявляются наиболее часто встречающиеся, удобные вариации, приемы или их сочетания.

Материал и методы. Представлен обзор экспериментального опыта по разработке биоаналитических методик с применением 
метода ВЭЖХ с УФ-детектированием для количественного анализа лекарственных веществ природного и синтетического проис-
хождения в биопробах, полученных при изучении фармакокинетики и биоэквивалентности. Представленные материалы объеди-
няют как методики, разработанные для фармакокинетических исследований, проводимых с использованием лабораторных живот-
ных (крыс, кроликов), так и для исследований по биоэквивалентности, выполняемых с участием здоровых добровольцев.

Результаты и обсуждение. Отмечено, что практически во всех случаях анализ выполнен в варианте обращенно-фазовой 
ВЭЖХ на аналитических колонках типа С18. В большинстве случаев (68%) подобраны изократические режимы элюирования со 
временем удерживания целевого аналита в диапазоне 4–8 мин; в 63% случаев в качестве элюента выбраны смеси водного рас-
твора трифторуксусной кислоты и ацетонитрила в различных соотношениях. 

Выделено три области УФ-спектра, наиболее часто используемые для детектирования – 205–220 нм (25% случаев), 
220–254 нм (31%) и 270–295 нм (35%), в 9% случаев используются другие длины волн, что характеризует общие особенности 
спектров поглощения органических соединений.

Для подготовки биопроб плазмы крови перед дозированием в ВЭЖХ систему использованы экстракционная (36% случаев) 
и осадительная пробоподготовки (64% случаев). Наиболее употребительным оказалось осаждение белков плазмы ацетонитри-
лом (64%); метанол (15,5%) и кислотные или иные осадители (20,5%) оказались оптимальны примерно в одинаковом числе 
случаев.

По результатам валидационных испытаний установлено, что для большинства методик нижний предел количественного 
определения находится в диапазоне около 0,01–0,1 мкг/мл, что согласуется с литературными данными (0,05–0,1 мкг/мл).
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реагент

Для цитирования: Косман В.М., Карлина М.В., Макарова М.Н. Опыт разработки биоаналитических методик методом ВЭЖХ 
с УФ-детектированием. Фармация, 2020; 69 (3): 23–35. https://doi.org/10/29296/25419218-2020-03-04

EXPERIENCE IN DEVELOPMENT OF BIOANALYTICAL METHODS BY HPLC WITH UV DETECTION
V.M. Kosman, M.V. Karlina, M N. Makarova 
St.-Petersburg Institute of Pharmacy, 188663, Russian Federation, Leningrad region, Vsevolozhski municipal district, Kuzmolovo, 
Zavodskaya str., build. 3/245, tel/fax (812) 6037428, e-mail: info@doclinika.ru



Фармацевтическая химия и фармакогнозия

24 2020, т. 69, №3ФармацияФармация

Введение

Высокоэффективная жидкостная хромато-
графия (ВЭЖХ) с ультрафиолетовым (УФ) 

детектированием является удобным, эффектив-
ным и достаточно экспрессным методом коли-
чественного анализа лекарственных веществ в 
биопробах, полученных при изучении фармакоки-
нетики, биоэквивалентности или лекарственного 
мониторинга [1–4]. По данным диссертационно-
го исследования Д.В. Ярошенко («Нивелирование 
влияния биологической матрицы при определе-
нии лекарственных препаратов в плазме крови 
методом хромато-масс-спектрометрии». Дисс. … 
канд. хим. наук. СПб: 2014) в последние 10 лет ме-
тод ВЭЖХ используют в 48%, а ВЭЖХ-УФ – в 21% 
исследований, посвященных определению лекар-
ственных веществ в плазме крови.

Метод ВЭЖХ-УФ является гибким и многооб-
разным, позволяя создать множество методик с 
различными вариантами условий хроматографи-
ческого разделения, детектирования, процеду-
ры подготовки проб и т.п., ориентированных на 

конкретные целевые аналиты, учитывающие их 
свойства и особенности. Вместе с тем по мере на-
копления опыта формируются те или иные зако-
номерности, выявляются наиболее часто встре-
чающиеся, удобные вариации, приемы или их 
сочетания, которые становятся общепринятой 
нормой, вытесняя остальные. Примером подоб-
ного процесса может являться доминирующее по-
ложение обращенно-фазного варианта ВЭЖХ на 
колонках с привитыми октадецильными (C18) фа-
зами, на которых по данным [5] выполняется не 
менее 90% всех разделений низкомолекулярных 
соединений.

Данная работа посвящена систематизации и 
ретроспективному анализу собственного много-
летнего экспериментального опыта по разработ-
ке биоаналитических методик с применением 
метода ВЭЖХ с УФ-детектированием.

Материалы, освещенные в данной публика-
ции, получены в ходе доклинических и клиниче-
ских исследований, включавших этапы по разра-
ботке и валидации биоаналитических методик 
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SUMMARY
Introduction. The HPLC method with UV-detection is one of most often used modern method for the quantitative analysis of drugs in 

biosamples obtained during pharmacokinetics, bioequivalence or drug monitoring studies. This method may be characterized by flexibility, 
allowing to create many assays with different variants of chromatographic separation conditions, detection, sample handling procedures, 
etc., oriented to specific target analytes, taking into account their properties and peculiarities. However, as experience is gained and data are 
compiled, patterns are formed, and the most common, convenient variations, techniques, or combinations may be identified.

Material and methods. An overview of experimental experience in the development of bioanalytical methods using HPLC-UV 
method for quantitative analysis of natural and synthetic drugs in biosamples obtained after pharmacokinetics and bioequivalence 
studies is presented.

Results and discussion. Analysis was performed in reverse phase HPLC on analytical C18 type columns in almost cases. Isocratic 
elution regimes were selected in most cases (68%), retention times of the target analytes were the range of 4–8 minutes. In 63% of cases 
mixtures of aqueous solution of trifluoroacetic acid and acetonitrile in different ratios were selected as eluent. Methods developed for 
pharmacokinetic studies with laboratory animals (rats, rabbits) and for bioequivalence studies done with the participation of healthy 
volunteers are combined in the presented materials.

Three regions of the UV spectrum were selected as most commonly used for detection – 205–220 nm (25%), 220–254 nm (31%), 
270–295 nm (35%), and 9% of other wavelengths. These results characterizes general features of absorption spectra of organic 
compounds.

Extraction (in 36% of cases) and precipitation (in 64% of cases) were used for sample handling prior to dosing in HPLC. Precipitation 
of plasma proteins with acetonitrile (64%) proved to be most common; methanol (15.5%) and acidic or other precipitating agents 
(20.5%) were optimal in about the same number of cases.

The lower quantification limit founded from validation tests for most techniques was in the range of about 0.01–0.1 μg/ml, 
consistent with literature (0.05–0.1 μg/ml).

Key words: biosamples, chromatographic regime, detection wavelength, sample handling, precipitation agent 
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для нескольких десятков различных лекарствен-
ных веществ природного и синтетического про-
исхождения (>60 веществ). Результаты некоторых 
исследований были опубликованы нами ранее [9–
15]. Представленные материалы объединяют как 
методики, разработанные для фармакокинети-
ческих исследований, проводимых с использова-
нием лабораторных животных (крыс, кроликов), 
так и для исследований по биоэквивалентности, 
выполняемых с участием здоровых доброволь-
цев. Такое объединение, на наш взгляд оправда-
но, поскольку с аналитической точки зрения эти 
два типа исследований чрезвычайно близки. От-
личия заключаются в биопринадлежности плаз-
мы крови – плазма крови крыс, кроликов для 
фармакокинетических исследований и плазма 
крови человека для исследований по биоэквива-
лентности, и, возможно, уровнях концентраций 
аналита, связанных с уровнями доз и общим объ-
емом крови. У человека уровни концентраций, 
которые необходимо определять, обычно ниже, 
т.е. методика должна быть более чувствительной.

Материал и методы
В работе использована гепаринизирован-

ная плазма крови интактных животных (крыс и 
кроликов) и добровольцев, хранившаяся в замо-
роженном виде при -20°С. Субстанции соответ-
ствующих лекарственных веществ или индивиду-
альные соединения природного происхождения 
использованы в качестве стандартных образцов 
для разработки и валидации методик их количе-
ственного определения в биопробах.

Анализ выполнен на хроматографах высоко-
го давления фирмы Shimadzu (Япония) с диодно-
матричными детекторами и колонками Luna 
C18 (2) 4,6×150 мм (размер частиц сорбента 
5 мкм), снабженными предколонками (3 мм) за-
полненными тем же сорбентом (Phenomenex, 
США). Элюирование проводили подвижными фа-
зами, содержащими ацетонитрил, метанол, 0,03% 
раствор трифторуксусной кислоты (ТФУ) и дру-
гие компоненты в различных градиентных и изо-
кратических режимах элюирования, скорость по-
дачи элюента 0,8–1,3 мл/мин, дозируемый объем 
проб 20–100 мкл, детектирование – диодно-ма-
тричное сканирование в диапазоне длин волн от 
200–220 до 340–400 нм, обработка хроматограмм 
при длинах волн специфичных для каждого кон-
кретного аналита. 

Регистрация и обработка хроматограмм вы-
полнена с помощью программного обеспечения 
LabSolution (Shimadzu, Япония). 

Результаты и обсуждение
Биоаналитическая методика с применением 

метода ВЭЖХ-УФ, как любая аналитическая ме-
тодика, включает два основных фрагмента – опи-
сание процедуры подготовки проб и описание 
условий выполнения измерений, включающее ус-
ловия хроматографического анализа. Разработка 
методики начинается с подбора оптимальных ус-
ловий хроматографического анализа на примере 
раствора стандартного образца (СО) определяемо-
го соединения в подходящем сравнительно про-
стом растворителе (вода, метанол, и др.). В нашей 
практике в большинстве случаев в качестве СО 
использованы субстанции соответствующих ле-
карственных веществ с известным содержанием 
основного компонента.

Практически для всех объектов использо-
ван один тип хроматографических колонок – 
Luna C18 (2) 4,6×150 мм (размер частиц сорбента 
5 мкм); только для цитохрома С более подходя-
щей оказалась колонка Jupiter Proteo с аналогич-
ными размерами – 4,6×150 мм (размер частиц 
сорбента 4 мкм). Это подтверждает устоявше-
еся суждение о том, что фаза С18 имеет наибо-
лее широкое применение в практике ВЭЖХ. Для 
колонок с внутренним диаметром 4,6 мм оп-
тимальным считают скорость подачи элюента 
1 мл/мин [5], время хроматографирования для та-
кого типа колонок обычно от нескольких минут 
до нескольких десятков минут. Поскольку раз-
рабатываемые нами методики предназначались 
для дальнейшего серийного анализа биопроб, 
хроматографический режим подбирали так, что-
бы время удерживания целевого аналита нахо-
дилось в интервале от 4–5 до 7–8 мин, общее вре-
мя записи хроматограммы не превышало 10 мин 
для изократических и 15–20 мин (с учетом урав-
новешивания системы в начальном состоянии) 
для градиентных режимов. В области времен 
удерживания до 3–4 мин обычно наблюдали зна-
чимое влияние гидрофильных несорбируемых 
поглощающих в УФ-свете компонентов биологи-
ческой матрицы (плазмы крови), поэтому выбор 
более быстрых режимов для данного типа коло-
нок нецелесообразен. При оценке приемлемости 
хроматографического режима обращали вни-
мание на асимметрию пика аналита, которая в 
большинстве случаев не превышала 2–2,5. Дли-
ну волны детектирования стремились выбирать 
в максимуме поглощения целевого аналита в бо-
лее специфичной области спектра; при наличии 
нескольких максимумов оценивали их интен-
сивность и выбирали оптимум между более ин-
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тенсивной, но более ближневолновой областью, 
или менее интенсивной, но более специфич-
ной и дальневолновой областью. Второй случай 
предпочтительнее, так как меньше влияние эн-
догенных компонентов матрицы, поглощающих 
в ближней УФ-области спектра. Однако следует 
принимать во внимание, что снижается также и 
чувствительность методики из-за снижения ин-
тенсивности поглощения целевого аналита. При 
отсутствии специфических максимумов выбира-
ли длину волны детектирования в ближневолно-

вой области спектра. Использование элюентов 
на основе ацетонитрила, с минимальным содер-
жанием солей в водной составляющей в таком 
случае предпочтительнее, так как позволяет ра-
ботать в области <220 нм.

В табл. 1 представлен обзор хроматографиче-
ских условий, признанных по результатам экс-
периментальной работы оптимальными для ис-
следованных веществ. Аналиты приведены в 
алфавитном порядке по международным непатен-
тованным названиям (МНН), где это применимо.

Таблица 1

Обзор ВЭЖХ-условий для анализа ряда лекарственных препаратов в биопробах

Table 1

Review of HPLC conditions for the analysis of a number of drugs in biosamples

№ 
п/п

Аналит, химическое название Режим Элюент, соотношение (об/об)
Длина 
волны, 

нм

1.
Абакавир, (1S,4R)-4-[2-амино-6-(циклопропиламино)-

9H-пурин-9-ил]-2-циклопентен-1-метанол 
Изократический

0,03% раствор ТФУ : 
ацетонитрил, 88:12

295

2.
Амлодипин, 2-[(2-Аминоэтокси)метил]-4-

(2-хлорфенил)-1,4-дигидро-6-метил-3,5-пиридин 
дикарбоновой кислоты 3-этил 5-метиловый эфир 

Градиентный
0,2% раствор триэтиламина, доведен-

ный до рН 2,5 50% раствором 
фосфорной кислоты, : ацетонитрил

235

3.
Аторвастатин, [R(R*R*)]-2-(4-фторфенил)-β, 

δ-дигидрокси-(1-метилэтил)-3-фенил-4-[(фениламино)
карбонил]-пиррол-1-гептановая кислота

Изократический
0,03% раствор ТФУ : 
ацетонитрил, 30:70

245

4.
Ацикловир, 2-амино-9-((2-гидроксиэтокси)метил)-

1H-пурин-6(9H)-он 
Изократический

Буферный раствор, содержащий 
1,5% уксусной кислоты 

и 0,5% триэтиламин, : метанол, 98:2
250

5.
Бетулин, пентациклический тритерпеновый 

спирт ряда лупана
Изократический Ацетонитрил 202

6.
Бикалутамид, (±)-4'-Циано-α,α,α-трифтор-3-[(п-

фторфенил)сульфонил]-2-метил-м-лактотолуидид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 50:50

270

7.
Бисопролол, 1-[4-[[2-(1-Метилэтокси)этокси]метил]

фенокси]-3-[(1-метилэтил)амино]-2-пропанол 
Изократический

0,5% раствор уксусной кислоты 
и 0,15% раствор триэтиламина : 

ацетонитрил, 75:25
225

8.
Бортезомиб, [(1R)-3-Метил-1-[[(2S)-1-оксо-3-фенил-2-
[(пиразинилкарбонил)амино]пропил]амино]бутил]

бороновая кислота
Градиентный

0,1% раствор фосфорной кислоты, 
доведенный до рН 6,0 триэтилами-

ном, : ацетонитрил
270 

9.

Босвелловые кислоты – босвелловая кислота (БК), 
ацетилбосвелловая кислота (АБК), кетобовелловая 

кислота (КБК), ацетилкетобосвелловая кислота 
(АКБК), компоненты экстракта босвеллии 

(Boswellia serrata Roxb.)

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил
210 

и 254

10. Букридон, букридона гидрохлорид Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 250

11.
Венлафаксин, (1-[2-(Диметиламино)-1-(4-

метоксифенил)этил]циклогексанол) 
и о-десметилвенлафаксин

Градиентный 0,2% раствор ТФУ: ацетонитрил 225

12.
Витамин Е (токоферола ацетат), 6-ацетокси-2-

метил-2-(4,8,12-триметилтридецил)-хроман
Изократический Метанол 284

13.

Гиосцина бутилбромид, [7(S)-(1α,2β,4β,5α,7β)]-9-
Бутил-7-(3-гидрокси-1-оксо-2-фенилпропокси)-9-

метил-3-окса-9-азония трицикло [3.3.1.02,4]нонана 
бромид

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 210

14. Гопантеновая кислота Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 90:10

205
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15.

Дарунавир, [(1S,2R) – 3-[[(4-аминофенил)-сульфонил]
(2-метилпропил)-амино] – 2 – гидрокси – 1 – 

пропил-(фенилметил)]-карбамоиновая кислота (3R, 
3aS, 6aR)-эстер фуран-3-ул гексагидрофуро-[2,3-b]

Изократический
0,1 М раствор муравьиной кислоты: 

ацетонитрил, 50:50
265 

16.
Дигидрокверцетин, 3,3',4',5,7–пентагидроксифла-

ванон
Градиентный 0,03% раствор ТФУ:ацетонитрил 290

17.
Диклофенак, 2-[(2,6-Дихлорфенил)амино]бензолук-

сусная кислота
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 35:65

275

18.
Доксазозин, (1-(4-Амино-6,7-диметокси-2-

хиназолинил)-4-[(2,3-дигидро-1,4-бензодиоксин-2-
ил)карбонил]пиперазин)

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 70:30

246

19.

Доцетаксел, (2R,3S)-N-Карбокси-3-фенилизосерин-
N-трет-бутил-13-5β,20-эпокси-1,2α,4,7β,10β,13α-

гексагидрокситакс-11-ен-9-он-4- ацетат-2-бензоата 
тригидрат

Изократический Вода очищенная: ацетонитрил, 50:50 229

20.
Дутастерид, (5a,17b)-N-{2,5-бис(трифторметил)-
фенил}-3-оксо-4-азаадрост-1-ен-17-карбоксамид

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 30:70

240

21. Зидовудин, 3'-азидо-3'-дезокситимидин Изократический

Буферный раствор с рН 3,8 (1,9 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 3,8 ледяной уксусной 
кислотой): метанол, 70:30

265

22.
Ибупрофен, α-Метил-4-(2-метилпропил)-

бензолуксусная кислота
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 35:65

220

23. Изотретиноин, 13-цис-ретиноевая кислота Изократический 0,03% раствор ТФУ: метанол, 10:90 356

24.
Икариин, компонент экстракта горянки 

(Epimedium koreanum L.)
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 270

25.
Иматиниб, [(4-метил-1-пиперазинил)метил]-N-[4-

метил-3-[[4-(3-пиридинил)-2-пиримидинил]амино]-
фенил]бензамид метансульфонат

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 265 

26.
Иринотекан, (+)-7-Этил-10-гидроксикамфотецин-10-

[1,4'-биперидин]-1'-карбоксилат 
Изократический

Буферный раствор, содержащий 
0,01 моль/л ацетата аммония и 0,1% 
муравьиной кислоты: ацетонитрил, 

75:25

220

27.
Каберголин, 1-[(6-Аллилэрголин-8β-ил)карбонил]-1-

[3-(диметиламино)пропил]-3-этилмочевина
Изократический

Фосфатный буферный раствор 
с рН 2,0 (6,8 г/л калия фосфорнокис-
лого однозамещенного доведенный 
до рН 2,0 50% раствором кислоты 
фосфорной, и содержащий 0,2 мл 

триэтиламина): ацетонитрил, 82:18

215

28.
Катехин, (+)-катехин, компонент экстракта 

лапчатки белой (Potentilla alba L.)
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 280

29.
Кверцетин, 2-(3,4-дигидроксифенил)-3,5,7-

тригидрокси-4Н-1-бензопиран-4-он
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 65:35

370

30.
Кетопрофен, 3-бензоил-α-метилбензолуксусная 

кислота
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 50:50

254

31.

Клопидогрел, метил-(+)-(S)-α-(о-хлорфенил)-6,7-
дигидротиено[3.2-c]пиридин-5(4Н)-ацетат 

в организме метаболизируется до неактивного 
метаболита – карбоксиловой кислоты клопидогрела

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 220

32.
Ламивудин, (2R-цис)-4-Амино-1-[2-(гидроксиметил)-

1,3-оксатиолан-5-ил]-2(1Н)-пиримидинон
Изократический

Буферный раствор с рН 3,8 (
1,9 г/л аммония уксуснокислого, 
доведенный до рН 3,8 ледяной 

уксусной кислотой): метанол, 90:10

277

33.
Леветирацетам, (-)-(s)-этокси-2-оксо-1-пирролиин 

ацетамид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 10:90

205
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34.
Левофлоксацин, (-)-(S)-9-Фтор-2,3-дигидро-3-метил-

10-(4-метил-1-пиперазинил)-7-оксо-7H-пиридо[1,2,3-
de]1,4-бензоксазин-6-карбоновая кислота гемигидрат

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 82:18

295

35.
Лейпрорелин, 6-D-Лейцин-9-(N-этил-L-пролинамид)-

10-деглицинамид-лютеинизирующий гормон-
рилизинг-фактор

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 210

36.
Линезолид, N-[[(5S)-3-[3-Фтор-4-(4-морфолинил)

фенил]-2-оксо-5-оксазолидинил]метил]ацетамид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 75:25

250 

37.
Лозартан, 2-Бутил-4-хлор-1-[[2'-(1Н-тетразол-5-ил)

[1,1'-бифенил]-4-ил]-метил]-1Н- имидазол-5-метанол
Градиентный

Буферный раствор с рН 2,5 
(0,2% раствор триэтиламина, 

доведенный до рН 2,5 50% раствором 
фосфорной кислоты): ацетонитрил

220

38. Лютеин, 3,3'-дигидрокси-β-каротин Изократический Метанол : ацетонитрил 5:95 450

39.
Мелатонин, N-[2-(5-Метокси-1H-индол-3-ил)этил]

ацетамид
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 75:25

220

40.
Метокситиозинид, 1-(2-хлор-6-метоксихинолин-3-
ил)-4-(диметиламино)-2-(1-нафтил)-1-фенилбутан-2-

ол в виде гидрохлорида
Изократический

Буферный раствор, содержащий 0,5% 
ледяной уксусной кислоты и 0,15% 
триэтиламина: ацетонитрил, 50:50

225

41.
Миртазапин, 1,2,3,4,10,14b-Гексагидро-2-

метилпиразино[2,1-a]пиридо[2,3-с][2]бензазепин
Изократический

0,03% раствор ТФУ и 0,3% триэтила-
мина: ацетонитрил в соотношении 

35:65
295

42.

Моксифлоксацин, 1-циклопропил-6-фтор-1,4-
дигидро-8-метокси-7-[(4aS,7aS)-октагидро-6H-

пирроло[3,4-b]пиридин-6-ил]-4-оксо-3-
хинолинкарбоновая кислота (в виде гидрохлорида)

Изократический
Буферный раствор, содержащий 0,5% 

ледяной уксусной кислоты и 0,15% 
триэтиламина: ацетонитрил, 75:25

295

43.
Неларабин, (2-амино-β-D-арабинофуранозил-6-

метокси-9H-пурин) и 9-β-D-арабинофуранозилгуанин
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 

280 
и 254

44.
Оксалиплатин, [(1R,2R)-1,2-Циклогександиамин-

N,N'][оксалато(2)-O,O']платина
Изократический

Буферный раствор, содержащий 0,5% 
ледяной уксусной кислоты и 0,15% 
триэтиламина: ацетонитрил, 97:3

220

45.
Рабепразол, 2-[[[4-(3-Метоксипропокси)-3-метил-2-

пиридил]метил]сульфинил]бензимидазол
Изократический

Буферный раствор с рН 4,0 (1,9 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 4,0 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил, 70:30

280

46.
Ребамипид, N-(4-хлорбензоил)-3-(2-оксо-1,2-

дигидрохинолин-4-ил)аланин
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 65:35

230

47.
Рибавирин, 1-β-D-рибофуранозил-1Н-1,2,4-триазол-

3-карбоксамид
Изократический Вода очищенная 210

48.
Рисперидон, 3-[2-[4-(6-Фтор-1,2-бензизоксазол-3-ил)
пиперидино]этил]-6,7,8,9-тетрагидро-2-метил-4Н-

пиридо[1,2-a]пиримидин-4-он
Градиентный

Буферный раствор с рН 6,5 (154 г/л 
аммония ацетата, доведенный 

до рН 6,5 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил

275

49.

Рифабутин, (9S,12E,14S,15R,16S,17R,18R,19R,20S,21
S,22E,24Z)-6,18,20-тригидрокси-14-метокси-

7,9,15,17,19,21,25-гептаметил-1’-(2-метилпропил)-
5,10-26-триоксо-3,5,9,10-тетрагидроспиро[9,4-

(эпоксипентадека[1,11,13]триенимино)-2Н-
фуро[2’,3’,7,8]нафто[1,2d]имидазол-2,4’-пиперидин]-

16-ил-ацетат

Изократический

Буферный раствор с рН 4,0 (3,8 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 4,0 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил, 50:50

275

50.
Силденафил, 1-[[3-(6,7-Дигидро-1-метил-7-оксо-3-

пропил-1Н-пиразоло[4,3-α]пиримидин-5-ил)-4-
этоксифенил] сульфонил]пиперазина цитрат

Изократический

Буферный раствор с рН 5,5 (0,2% рас-
твор фосфорной кислоты, доведен-

ный до рН 5,5 40% раствором гидрок-
сида натрия): ацетонитрил, 55:45

225

51.
Схизандрин (схизандрол А), компонент экстракта 

лимонника китайского (Schisandra chinensis L.)
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 250
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52.

Такролимус, (3S,4R,5S,8R,9E,12S,14S,15R,16S,18R,19
R,26aS)-5,6,8,11,12,13,14,15,16,17,18,19,24,25,26,26a-
Гексагидро-5,19-дигидрокси-3-[(1E)-2-[(1R,3R,4R)-4-
гидрокси-3-метоксициклогексил]-1-метилэтенил]-

14,16-диметокси-4,10,12,18-тетраметил-8-(2-
пропенил)-15,19-эпокси-3H-пиридо[2,1-c]

[1,4]-оксааза-циклотрикозин-1,7,20,21(4H,23H)-
тетрон (в виде моногидрата)

Изократический Ацетонитрил 215

53.
Теризидон, 1,4-бис-D(3-оксо-4 

изоксазолидинилиминометил)-бензол
Изократический

0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 30:70

240

54.
Тилорон, 2,7-Бис-[2-(диэтиламино)этокси]-9H-

флуорен-9-он (и в виде дигидрохлорида)
Градиентный

Буферный раствор, содержащий 
0,5% уксусной кислоты 

и 0,15% триэтиламина: ацетонитрил
270

55.
Торасемид, 1-(1-метилэтил)-3-[[4-[(3-метилфенил)-

амино]-пиридин-3-ил] сульфонил]-мочевина
Изократический

Буферный раствор с рН 4,0 (1,9 г/л 
аммония уксуснокислого, доведен-

ный до рН 4,0 ледяной уксусной 
кислотой): ацетонитрил, 70:30

290

56. Трипептид (лизил-глутамил-триптофан) Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 220

57.
Убидекаренон, 2,3-диметокси-5-метил-6-

декапренил-1,4-бензохинон
Изократический Гексан: метанол 2:8 275

58.
Фелодипин, 4-(2,3-Дихлорфенил)-1,4-дигидро-2,6-

диметил-3,5-пиридиндикарбоновой кислоты 
этилметиловый эфир

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 70:30

360

59.

Хлорогеновая кислота, соединение группы корич-
ных кислот, компонент экстракта кофейного 

дерева Frangula california (Eschsch.) 
Gray (California coffeberry)

Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 325

60. Циклосерин, (R)-4-амино-3-изоксазолидинон Изократический

Буферный раствор с рН 4,4 (0,75 г/л 
додекансульфоната натрия, содержа-

щий 3,15 мл/л ледяной уксусной 
кислоты, доведенный до рН 4,4 0,5 Н 

раствором гидроксида натрия): 
ацетонитрил, 90:10

225

61.
Цитохром С (колонка Юпитер протео), фермент, 

гемопротеин с молекулярной массой около 14 кДа
Градиентный 0,03% раствор ТФУ: ацетонитрил 395

62.
Ципрофлоксацин, 1-циклопропил-6-фтор-1,4-

дигидро-4-оксо-7-(1-пиперазинил)-3-
хинолинкарбоновая кислота 

Изократический
0,03% раствор ТФУ: 
ацетонитрил, 82:18

280

63.
Эфавиренз, (4S)-6-Хлор-4-(циклопропилэтинил)-1,4-
дигидро-4-(трифтор-метил)-2H-3,1-бензоксазин-2-он

Изократический
0,1 М раствор муравьиной кислоты: 

ацетонитрил, 30:70
245

На основании представленных данных (см. 
табл. 1) в 68% случаев (для 43 веществ) были по-
добраны изократические режимы, причем в зна-
чительном числе случаев (около 47% от числа 
изократических режимов или около 32% от об-
щего числа) элюентом являлась смесь 0,03% рас-
твора ТФУ и ацетонитрила. В 32% случаев (20 ве-
ществ) были выбраны различные градиентные 
режимы; смесь 0,03% раствора ТФУ и ацетони-
трила также была превалирующей (75% случа-
ев от числа градиентных режимов или около 
24% от общего числа). В целом различные сочета-
ния раствора ТФУ и ацетонитрила оказались оп-

тимальными для 40 из 63 веществ (около 63%). 
Преимуществами этого элюента является его 
простота, доступность, отсутствие негативного 
влияния на компоненты хроматографической 
системы – колонку, клапана насосов и других 
элементов, присущих, например, солесодержа-
щем буферным растворам [16]. Кислые элюенты 
(рН 0,03% раствора ТФУ около 2,3) чаще оказыва-
ются более предпочтительными в ВЭЖХ, позво-
ляя сместить рН элюента от области рКа анали-
зируемых соединений и перевести ионогенные 
аналиты в протонированную форму (Н-форму) 
[5]. Современные хроматографические колонки 
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более устойчивы в области кислых значений рН, 
чем щелочных – например, используемый тип 
колонок Luna C18 (2) рекомендован для работы 
с элюентами в диапазоне рН 1,5–10 [17]. Кроме 
того, ТФУ является одним из ион-парных реаген-
тов, улучшающих удерживание и хроматографи-
ческий анализ ряда ионогоенных, гидрофиль-
ных соединений [5].

Доминирование изократических режимов 
над градиентыми также вполне объяснимо. Изо-
кратические режимы в целом более устойчивы, 
стабильны, экономичны по времени (не требу-
ется затрат времени на возвращение и уравно-
вешивание системы в исходное состояние). Кро-
ме того, большинство задач нацелено на анализ 
одного целевого компонента, поэтому доволь-
но легко удается подобрать изократический ре-
жим, позволяющий элюировать мешающие ком-
поненты матрицы в начале хроматограммы, 
а целевой аналит – в области оптимальных вре-
мен удерживания (4–8 мин). Градиентные режи-
мы потребовались для задач, предусматриваю-
щих анализ двух и более аналитов (венлафаксин 
и о-десметилвенлафаксин; неларабин и 9-β-D-
арабинофуранозилгуанин босвелловые кис-
лоты), компонентов растительных экстрактов 
(например, икариин, катехин, схизандрин, хло-
рогеновая кислота) или сравнительно гидро-
фильных объектов со сложной структурой, спо-
собных к образованию водородных связей и т.п., 
элюирующихся в изократических режимах в 
виде несимметричных, размытых пиков (с фак-
тором асимметрии >2,5). Для таких аналитов 
рационально введение ион-парных реагентов 
(ТФУ, триэтиламина, октансульфоновой кисло-
ты и др.) в состав элюента. В ряде случаев оказы-
вается достаточным наиболее простого из таких 
реагентов – ТФУ в сочетании с градиентным ре-
жимом со сравнительно быстрой скоростью из-
менения концентрации ацетонитрила (2–4,5% в 
минуту). 

При работе с элюентами, состоящим из 0,03% 
раствора ТФУ и ацетонитрила, большинство ис-
пользованных нами градиентных режимов вклю-
чали линейное изменение содержания ацетони-
трила в составе элюента от 10–20 до 50–60% за 
10–15 мин. Среди изократических режимов мож-
но выделить две группы, условно названные ги-
дрофильными – с содержанием ацетонитрила 10–
30% (10 веществ, 16% от общего числа аналитов), 
и гидрофобными – с содержанием ацетонитрила 
50–100% (11 веществ, около 18% от общего числа 
аналитов).

Анализируя сведения о длинах волн детек-
тирования, можно выделить три области УФ-
спектра, используемые наиболее часто – 205–
220 нм (16 веществ, около 25%), 220–254 нм (20 
веществ, около 31%), 270–295 нм (23 вещества, 
35%) и более 300 нм (6 веществ, 9%) (рис. 1). Выбор 
длин волн в более длинноволновой области (350–
370 нм) является скорее исключением, обуслов-
ленным наличием у аналитов специфических 
максимумов поглощения в этой области (6 ве-
ществ, около 9%). В первой области наиболее ча-
сто используемой оказалась длина волны 220 нм 
(8 веществ), во второй и третьей областях явно-
го лидера не выявлено. Отметим, что в третьей 
области одинаковое число раз (по 4 раза) выбра-
но несколько близких длин волн – 270, 275, 280 
и 295 нм. Видимо, такая ситуация характеризу-
ет общие особенности спектров поглощения ор-
ганических соединений – в большинстве случаев 
основные максимумы располагаются в области 
220–300 нм.

Следующим этапом разработки аналитиче-
ской методики после выбора оптимальных усло-
вий хроматографирования и регистрации анали-
тического отклика является выбор оптимального 
способа подготовки проб. Для биоаналитических 
исследований этот этап является ключевым, по-
скольку биопробы являются сложными ком-
плексными матрицами. Перед их введением в 
ВЭЖХ-системы необходима специальная подго-
товка образцов, позволяющая максимально уда-
лить компоненты, мешающие определению, и 
выделить целевой аналит [1, 18]. 

В табл. 2 и на рис. 2 представлены сведения о 
процедурах подготовки проб, выбранных для ис-
следованных веществ (аналиты приведены в ал-
фавитном порядке).

В нашей практике использованы два основ-
ных типа подготовки проб – осадительная и экс-
тракционная (см. рис. 2).

Экстракционная пробоподготовка выбрана в 
36% случаев (для 22 веществ). При этом в 2 случаях 
(около 9% от числа экстракционных пробоподго-
товок и около 3,5% от общего числа) рН среды был 
в кислой области (рН<7); в 7 случаях (около 32% от 
числа экстракционных пробоподготовок и около 
11,5% от общего числа) было выбрано рН среды 
в щелочной области (рН>7) и в 13 случаях (около 
59% от числа экстракционных пробоподготовок 
и 21% от общего числа) введения ионогенных до-
бавок не потребовалось (рН≈7). Поскольку реали-
зация этого типа пробоподготовки предусматри-
вает довольно трудоемкий и длительный подбор 
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Таблица 2

Обзор вариантов пробоподготовки для анализа различных 
лекарственных препаратов в биопробах (плазма крови)

Table 2

Review of the variants of sample preparation for the analysis of various drugs in biosamples (plasma)

№ 
п/п

Аналит

Видопринад-
лежность 

биологической 
матрицы 

(плазмы крови)

Тип пробопод-
готовки

Реагенты

Соотно-
шение 
проба: 

реагент 
(об/об)

Замена раствори-
теля (±), раствори-

тель конечной 
пробы

1. Абакавир Кролик Экстракционная
0,5 Н раствор калия гидрок-

сида, затем этилацетат: 
дихлорметан, 9:1 

1:0,5
1:5

+, вода

2. Амлодипин Кролик Экстракционная
Смесь диэтиловый 

эфир:дихлорметан 7:3
1:7,5 +, метанол

3. Аторвастатин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 –

4. Ацикловир Человек Осадительная 1% раствор хлорной кислоты 1:0,2 –

5. Бикалутамид Человек Экстракционная
Хлористый метилен : 
диэтиловый эфир, 7:3

1:10 +, метанол

6. Бетулин Крыса Экстракционная Ацетон, затем хлороформ
1:2
1:6

+, метанол

7. Бисопролол
Кролик, 
человек

Экстракционная
0,1 Н раствор натрия гидрок-

сида, затем хлороформ
1:0,75

1:3
+, 0,03% раствор ТФУ

8. Бортезомиб Кролик Осадительная
0,1% раствор муравьиной 

кислоты
1:3 +, метанол

9.
Босвелловые 

кислоты
Крыса Экстракционная Ацетон, затем хлороформ

1:1,5
1:2

+, метанол

10. Букридон Кролик, крыса Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

11.
Венлафаксин 
и о-десметил-
венлафаксин

Человек Экстракционная
2 Н раствор натрия гидрок-

сида, затем этилацетат
1:0,25

1:6
+, 0,03% раствор ТФУ 

12.
Витамин Е 

(токоферола 
ацетат)

Кролик Экстракционная Этанол, затем гексан
1:5

1:10
+, метанол

13. Гиосцин Крыса Осадительная Метанол 1:2 +, 0,03% раствор ТФУ 

14.
Гопантеновая 

кислота
Человек Осадительная Метанол 1:3

+, 0,2% раствор 
соляной кислоты

15. Дарунавир Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

16.
Дигидро-

кверцетин
Кролик Экстракционная

Ферментативный гидролиз, 
затем этилацетат

1:3 +, этанол

17. Диклофенак Крыса Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

18.
Доксазозина 

мезилат (артезин)
Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

19. Доцетаксел Крыса Экстракционная Этилацетат 1:12,5 +, метанол

20. Дутастерид Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

21. Зидовудин Человек Осадительная Метанол 1:2
+, элюент (буферный 

раствор с рН 3,8 : 
метанол, 70:30)

22. Ибупрофен Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

23. Изотретиноин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

24. Иматиниб Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

25. Иринотекан Крыса Осадительная
0,5 Н раствор хлорной 

кислоты
1:0,2 –
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Продолжение табл. 2

Continuing of table 2

№ 
п/п

Аналит

Видопринад-
лежность 

биологической 
матрицы 

(плазмы крови)

Тип пробопод-
готовки

Реагенты

Соотно-
шение 
проба: 

реагент 
(об/об)

Замена раствори-
теля (±), раствори-

тель конечной 
пробы

26. Каберголин Человек
Экстракционная, 

осадительная

Боратный буферный 
раствор с рн 10,0, затем 
этилацетат ацетонитрил

1:1
1:4
1:3

+, метанол, +, 0,1% 
раствор муравьиной 

кислоты

27. Катехин Крыса Экстракционная Этилацетат 1:3
+, 50% раствор 

соляной кислоты : 
этанол 1:1

28. Кверцетин Крыса Экстракционная Этилацетат 1:3 +, этанол

29. Кетопрофен Крыса Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

30.

Клопидогрел 
(в виде карбокси-

ловой кислоты 
клопидогрела)

Человек Экстракционная
2Н раствор соляной 

кислоты, затем гексан: 
диэтиловый эфир, 2:8

1:0,2
1:30

+, метанол

31. Ламивудин Человек Осадительная Метанол 1:2
+, элюент (буферный 

раствор с рН 3,8 : 
метанол, 90:10)

32. Леветирацетам Человек Осадительная
0,4 М раствор хлорной 

кислоты
1:0,1 –

33. Левофлоксацин Человек Осадительная 1 Н раствор хлорной кислоты 1:0,2 –

34. Лейпрорелин Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

35. Линезолид Человек Осадительная Метанол 1:2 +, метанол

36. Лозартан Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

37. Лютеин Крыса Экстракционная Этанол, затем гексан
1:1
1:2

+, метанол

38. Мелатонин Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

39. Метокситиозонид Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

40. Миртазапин Человек Экстракционная
25 % раствор аммиака, 

затем гексан
1:0,1
1:5

+, метанол

41. Моксифлоксацин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

42.
Неларабин 

и 9-β-D-арабино-
фуранозилгуанин

Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, вода

43. Рабепразол Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

44. Ребамипид Кролик Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, метанол

45. Рибавирин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, вода

46. Рисперидон Человек Экстракционная
0,1 Н раствор натрия гидрок-
сида, 30% раствор натрия хло-
рида, затем диэтиловый эфир

1:0,3
1:0,4
1:6

+, элюент (буферный 
раствор с рН 6,5 : 

ацетонитрил, 70:30)

47. Рифабутин Крыса Экстракционная

Элюент (ацетонитрил: 
буферный раствор с рн 4,0, 
50:50), затем дихлорметан: 

изооктана, 2:3

1:0,5
1:2

+, метанол

48. Силденафил Человек Экстракционная
0,5 Н раствор натрия гидрок-

сида, затем дихлорметан
1:0,2
1:8

+, метанол

49. Схизандрин Крыса Экстракционная Диэтиловый эфир 1:3 +, метанол

50.
Трипептид 

(лизил-глутамил-
триптофан)

Кролик Осадительная
15% раствор хлорной 

кислоты
1:0,1 –
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оптимальных условий экстракции (экстрагент, 
рН среды, соотношение двух фаз, время обработ-
ки и т.п.), мы применяли этот способ только при 
наличии хотя бы минимальных (экстрагент, соот-
ношение) литературных сведений.

Экстракционную подготовку проб или жид-
кость-жидкостную экстракцию (ЖЖЭ) исполь-
зуют преимущественно в распределительном 
варианте. Этот способ предполагает извлече-
ние аналита в слой органического растворите-
ля (этилацетата, диэтилового эфира, хлорофор-
ма и др.) не смешивающегося с гидрофильной 
средой пробы с предварительным добавлением 
кислых или щелочных реагентов для создания 
оптимального значения рН или без такового [1]. 
Важную роль при выборе экстрагента играют хи-
мические свойства аналита, а изменение рН по-
зволяет управлять их полярностью для повыше-
ния эффективности экстракции (кислоты имеют 
большее сродство к органической фазе при низ-
ких значениях рН, основания – при высоких). 
К недостаткам ЖЖЭ относят трудоемкость, вре-
мязатратность, многостадийность.

Осадительная пробоподготовка оказалась 
оптимальной в 64% случаев (39 веществ), при-
чем лидирующее положение занимает осажде-
ние ацетонитрилом – 64% от числа осадитель-

ных пробоподготовок или 42% от общего числа 
(25 веществ), метанол и кислотные или иные оса-
дители оказались оптимальны в примерно оди-
наковом числе случаев – 6 (15,5% от числа оса-
дительных пробоподготовок или 10% от общего 
числа) и 8 (20,5% от числа осадительных пробо-
подготовок или 13% от общего числа) соответ-
ственно (см. табл. 2, рис. 2). Осаждение белков 
является наиболее простым, универсальным и 
достаточно эффективным способом подготовки 
биопроб к ВЭЖХ-анализу [3, 19]. Этот способ по-
зволяет удалить до 98% протеинов плазмы крови 
[18]. Процедура является быстрой недорогой, про-
стой в исполнении и может быть применена для 
широко спектра аналитов [19]. В качестве осадите-
лей обычно используют растворы кислот (трихло-
руксусной, хлорной, муравьиной и др.), метанол, 
ацетонитрил, реже соли и другие реагенты. Ме-
танол и ацетонитрил используют наиболее часто, 
поскольку эти растворители хорошо смешивают-
ся с гидрофильной средой биопроб (плазмы кро-
ви), легко удаляются (процедура пробоподготов-
ки часто предусматривает замену растворителя, 
необходимую для компенсации разбавления про-
бы осадителем), оптимальны для последующего 
перерастворения проб и совместимы с элюента-
ми, используемыми в ВЭЖХ.

Продолжение табл. 2

Continuing of table 2

№ 
п/п

Аналит

Видопринад-
лежность 

биологической 
матрицы 

(плазмы крови)

Тип пробопод-
готовки

Реагенты

Соотно-
шение 
проба: 

реагент 
(об/об)

Замена раствори-
теля (±), раствори-

тель конечной 
пробы

51. Такролимус Человек Осадительная Ацетонитрил 1:2 +, ацетонитрил

52. Теризидон Человек Осадительная Метанол 1:2 -

53. Тилорон Кролик Экстракционная Хлороформ 1:5 +, этанол

54. Торасемид Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

55. Фелодипин Кролик Осадительная
Ацетонитрил, затем 10% 

раствор хлорной кислоты
1:1
1:1

–

56. Убидекаренон Крыса Экстракционная Метанол, затем гексан
1:1,7
1:4

+, ацетон

57.
Хлорогеновая 

кислота
Крыса Осадительная

10% раствор хлорной 
кислоты

1:0,5 –

58. Циклосерин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, вода

59. Цитохром С Кролик Осадительная
Ацетонитрил : 0,03% раствор 

ТФУ, 50:50 
1:1 –

60. Ципрофлоксацин Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3 +, метанол

61. Эфавиренз Человек Осадительная Ацетонитрил 1:3

+, элюент (0,1 М 
раствор муравьиной 

кислоты : 
ацетонитрил, 30:70)
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Все разработанные методики были надлежа-
щим образом валидированы в соответствии с 
требованиями руководств (ICH Q2A Harmonized 
tripartite guideline, text on validation of analytical 
procedures; ICH Q2B Harmonized tripartite 
guideline, validation of analytical procedure: 
methodology; Guideline on bioanalytical method 
validation. EMEA/CHMP/EWP 192217/2009, 
London, Committee for medicinal products for 
human use (CHMP), 2011; Guidance for Industry: 
Bioanalytical method for validation. Rockville, MD, 
U.S. Department of Health and Human Services, 
FDA, Center for Drug Evaluation and Research, 
Center for veterinary medicine, 2001). Основны-
ми валидационными параметрами методик ко-
личественного определения лекарственных ве-
ществ в плазме крови являлись селективность, 
нижний предел количественного определения 
(НПКО), калибровочный диапазон, точность, 
прецизионность, стабильность аналита. По всем 
валидационным параметрам были получены ре-
зультаты, удовлетворяющие предъявляемым 
требованиям. Концентрации, соответствующие 

НПКО для большинства аналитов находилось в 
диапазоне 0,01–0,1 мкг/мл, что согласуется с ли-
тературными данными [2, 3] и характеризует 
уровень чувствительности биоаналитических 
методик с применением метода ВЭЖХ с УФ-
детектированием.

Заключение
Выявленные особенности могут быть приме-

нены в дальнейшем к более широкому кругу ана-
литов при создании и совершенствовании био-
аналитических методик с применением метода 
ВЭЖХ-УФ.
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