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Аннотация. Амоксициллин (AMOX) является широко применяемым антибиотиком, как в медицине, 
так и ветеринарии, поэтому задача его надежного определения в биологических матрицах, таких как, 
например, плазма крови остается актуальной. АМОХ является нестабильным аналитом, на его дегра-
дацию в растворах и матрицах оказывают влияние множество параметров: температура, природа рас-
творителя, рH среды, добавление солей или кислот в экстракты. Эти факторы усложняют пробоподго-
товку и количественное определение амоксициллина в сложных матрицах, так как при фармакокине-
тическом исследовании большого числа проб или длительном анализе стабильность аналита играет не-
маловажную роль. Разработанная методика позволяет надежно определять амоксициллин в плазме 
крови методом ВЭЖХ-МС/МС, за счет повышения его стабильности в экстрактах плазмы крови и уве-
личении времени удерживания на обращенно-фазных сорбентах путем дериватизации вторичным цик-
лическим амином – пирролидином. При разработке методики рассматривали влияние многих факторов 
на полноту дериватизации и извлечения. Для этого варьировали рН экстрагирующего фосфатного бу-
фера, добавляемый объем пирролидина, время дериватизации и рН экстракта перед его очисткой с по-
мощью твердофазной экстракции. Условия методики были оптимизированы так, чтобы достичь хоро-
шего извлечения – не ниже 80%. При ВЭЖХ-МС/МС анализе детектируемым веществом является де-
риват, который имеет молярную массу 436 г/моль. Конечный аналит детектируется в отрицательном 
режиме ионизации с m/z 435.3, при фрагментировании дает ионы-продукты с m/z 263.1; 357.2 и 340.1. 
Дериватизация позволила улучшить удерживание определяемого аналита на обращенно-фазовом сор-
бенте. Хроматографическое разделение при этом занимает 9 минут и проходит в градиентном режиме 
элюирования. При этом известно, что сам амоксициллин в экстрактах плазмы крови в автосамплере в 
течение суток деградирует более чем на 20%, его дериват в этих условиях остается стабильным. 
Ключевые слова: амоксициллин, плазма крови, ВЭЖХ-МС/МС, дериватизация. 
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Abstract. Amoxicillin (AMOX) is an antibiotic widely used both in general medicine and veterinary medicine 
that is why it is very important to enable its reliable determination in biological matrices, such as blood plasma. 
AMOX is an unstable analyte, its degradation in solutions and matrices is influenced by many parameters: 
temperature, the nature of the solvent, the pH of the medium, salts or acids added to the extracts. These factors 
impair sample preparation and the quantification of amoxicillin in complex matrices since analyte stability 
plays an important role in the pharmacokinetic study of a large number of samples or a long-term analysis. The 
developed method allows reliably determining amoxicillin in blood plasma by HPLC-MS/ MS. It involves 
increasing amoxicillin stability in blood plasma extracts and increasing the retention time on reverse-phase 
sorbents by derivatisation with a secondary cyclic amine (pyrrolidine). The developed methodology considers 
the influence of many factors on the completeness of derivatisation and extraction. For this, we varied the pH 
of the extracting phosphate buffer, the added volume of pyrrolidine, the derivatisation time, and the pH of the 
extract before it was purified by solid-phase extraction. The method's conditions were optimised to achieve a 
good recovery of at least 80%. During HPLC-MS/MS analysis, the detectable substance was a derivative, with 
a molar mass of 436 g/mol. The final analyte was detected in the negative ionisation mode with m/z=435.3, 
during fragmentation it produced product ions with m/z=263.1, 357.2, and 340.1. Derivatisation allowed im-
proving the retention of the determined analyte on the reverse-phase sorbent. Chromatographic separation took 
9 minutes and took place in a gradient elution mode. At the same time, amoxicillin in blood plasma extracts in 
the autosampler degraded by more than 20% in 24 hours and its derivative remained stable under these condi-
tions. 
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Введение 
Амоксициллин (AMOX) – полусинте-

тический антибиотик группы пеницилли-
нов, обладающий широким спектром ан-
тимикробного действия, активный в от-
ношении многих грамположительных и 
грамотрицательных микроорганизмов [1, 
2]. АМОХ нашел широкое применение 

как для лечения людей, так и животных, 
поэтому актуальна задача его контроля в 
различных биологических матрицах. В 
литературе описаны многие способы ана-
лиза амоксициллина в плазме крови, мо-
локе, яйцах, в тканях и органах животных 
[3-14]. АМОХ является нестабильным 
аналитом, на его деградацию в растворах 
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и матрицах оказывают влияние множе-
ство параметров: температура, природа 
растворителя, рH среды, добавление со-
лей или кислот в экстракты [15-20]. Эти 
факторы усложняют пробоподготовку и 
количественное определение амоксицил-
лина в сложных матрицах, так как при 
фармакокинетическом исследовании 
большого числа проб или длительном 
анализе стабильность аналита играет не-
маловажную роль. 

Помимо нестабильности аналита в 
пробах и экстрактах, его определение с 
помощью жидкостной хроматографии за-
трудняет тот факт, что АМОХ является 
полярным соединением. Это влияет на 
выбор неподвижной фазы, так как из-за 
низкого сродства к неполярным фазам 
(С18, С8) амоксициллин плохо удержива-
ется на сорбенте и выходит из колонки с 
мертвым объемом [18, 21]. Использова-
ние обращенно-фазовой хроматографии 
ограничивается еще и тем, что основным 
элюентом в данном методе является ме-
танол, с которым амоксициллин образует 
аддукт [22]. Взаимодействие с метанолом 
с образованием эфиров [23] является об-
щим свойством пенициллинов, что также 
ограничивает возможность применения 
метанола при подготовке проб, так как 
это ведет к потере целевых соединений. В 
нескольких работах, ввиду нестабильно-

сти амоксициллина, применяется быст-
рая пробоподготовка образцов с исполь-
зованием ацетонитрила [24] или буфера 
дигидрофосфата калия [25] в качестве 
экстрагента, который используют для 
анализа без последующей очистки. 

Для определения на спектральных де-
текторах и стабилизации бета-лактамных 
антибиотиков проводят дериватизацию, 
например, используя уксусный ангидрид 
и 1-метилимидазол с хлоридом ртути 
[26], формальдегид с трихлоруксусной 
кислотой [27], бензойный ангидрид с по-
следующей обработкой экстракта 1,2,4-
триазолом и хлоридом ртути (II) [28]. В 
статье [16] проводят дериватизацию 
амоксициллина с помощью пиперидина и 
определяют его в органах и тканях жи-
вотных. Во всем мире пиперидин отно-
сится к прекурсорам наркотических ве-
ществ [29], и его оборот на территории 
РФ находится под серьезными ограниче-
ниями [30]. В нашей работе был разрабо-
тан метод дериватизации амоксициллина  

в плазме крови животных, основанный 
на его взаимодействии с пирролидином, 
как вторичным амином, который не явля-
ется прекурсором. Полученный дериват 
стабилен во время пробоподготовки в ор-
ганических растворителях, в конечном 
экстракте и удерживается на обращенно-
фазовом сорбенте (рис. 1). Разработанная 
методика может широко использоваться 

 
а      б 

Рис. 1. Хроматограмма амоксициллина (100 нг/см3, а) и деривата амоксициллина пирроли-
дином (100 нг/см3, б) на колонке С18. Фаза А 0.5% муравьиная кислота в воде, фаза Б 0.5% 

муравьиная кислота в метаноле. 
Fig. 1. Chromatogram of amoxicillin (100 ng/cm3, a) and pyrrolidine derivative of amoxicillin 

(100 ng/cm3, b) on a C18 column. Phase A: 0.5% formic acid in water, phase B: 0.5% formic acid 
in methanol. 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2022. Т. 22, № 6. С. 816-828. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2022. Vol. 22, No 6. pp. 816-828. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

819  

для биоаналитических и фармакокинети-
ческих исследований, в том числе при ра-
боте с большим количеством проб. 

Экспериментальная часть 
Материалы и реагенты. Аналитиче-

ский стандарт амоксициллина тригидрата 
был получен от LGC (Великобритания), 
внутренний стандарт амоксициллина-Д4 
(AMOX-D4) от TRC (Канада). В работе 
также использовали муравьиную кислоту 
с чистотой 98% (Scharlau, Испания), ук-
сусную кислоту с чистотой 99.8% (Carl 
Roth, Германия), метанол для ВЭЖХ с 
чистотой 99.0%, пирролидин с чистотой 
99% (ПраймКемикалсГрупп, Россия), 
натрий фосфорно-кислый 2-замещенный 
12-водный с чистотой 98% (РусХим, Рос-
сия), соляную кислоту с содержанием 
36.9% (Сигма Тек, Россия), ацетат аммо-
ния для ВЭЖХ-МС (Scharlau, Испания), 
ацетонитрил с чистотой 99.0%, деионизо-
ванную воду, полученную с помощью си-
стемы очистки воды Milli-Q (Millipore 
Corp., Bedford, MA), ортофосфорную 
кислоту 85% (Scharlau, Испания), гидрок-
сид натрия с чистотой не менее 99% 
(Экос.1, Россия), картриджи Copure C18 
(Biocomma, Китай). 

ВЭЖХ-МС/МС анализ. Для определе-
ния использовали жидкостной хромато-
граф с гибридным масс-спектрометриче 
ским детектором QTRAP 5500 (Sciex, 
США), объединяющим в себе возможно-
сти тройного квадруполя и линейной 
ионной ловушки с ионизацией электро-
распылением. Хроматографическое раз-
деление осуществляли на колонке с обра-
щено-фазовым сорбентом Synergi Fusion-
RP (50 мм x 2 мм; 4 мкм, Phenomenex, 
США) с использованием предколонки 
SecurityGuard ULTRA Cartridges UHPLC 
C18 2.1 мм (Phenomenex, США). В каче-
стве подвижной фазы А использовали 
0.5% раствор муравьиной кислоты в воде, 
в качестве подвижной фазы B – 0.5% рас-
твора муравьиной кислоты в метаноле. 
Разделение осуществляли в градиентном 

режиме элюирования. Программа гради-
ентного элюирования для амоксициллина 
и его деривата была одинаковая. Время 
анализа занимало 9 минут, с 0 до 0.4 ми-
нут содержание фазы Б было 0%, с 0.4 до 
4.2 минут содержание фазы увеличива-
лось с 0 до 100% и держалось на этом зна-
чении 2 минуты, далее с 6.21 минуты в те-
чение 2.79 минут колонку уравновеши-
вали 100% подвижной фазой А. Темпера-
тура термостата колонки при анализе со-
ставляла 30℃, скорость потока 0.2 см3/мин. 
Объем инжекции 5 мм3. 

Параметры настройки масс-спектро-
метра использовали рекомендуемые про-
изводителем: давление газа завесы (CUR) 
20 pci, напряжение на интерфейсе (IS) -
4500 В, температура интерфейса (TEM) 
400°С, давление газа-распылителя (GS1) 
40 pci, давление газа-осушителя (GS2) 40 
pci. Детектирование аналитов проводили 
методом MRM. Параметры масс-спектро-
метра приведены в таблице 1. 

Растворы стандартных образцов. Ис-
ходные растворы внешнего и внутрен-
него стандартов с концентрацией 1 мг/см3 
готовили растворением точной навески в 
деионизованной воде. Для предотвраще-
ния деградации амоксициллина при мно-
гократных циклах разморозки и замо-
розки исходного раствора, раствор внеш-
него стандарта (1 мг/см3) разливали по 50 
мм3 в эппендорфы, из которых в дальней-
шем в день использования  последова-
тельным разбавлением деионизованной 
водой готовили рабочие растворы с кон-
центрацией 10 и 1 мкг/см3. Из исходного 
раствора внутреннего стандарта готовили 
рабочие растворы с концентрациями 10 и 
1 мкг/см3. Приготовленные исходные 
растворы хранили в течение месяца при 
температуре -80℃ для минимизации де-
градации.  

Дериватизация амоксициллина. Дери-
ватизацию амоксициллина проводили 
пирролидином, опираясь на метод, опи-
санный в статье [16]. Для этого отбирали 
точную навеску аналита от 2 до 7 мг, до 
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бавляли 1 см3 воды и 20 мм3 пирроли-
дина. После полного растворения 
амоксициллина полученную смесь остав-
ляли при перемешивании на 30 минут. За-
тем для доведения рН раствора до 
нейтрального добавляли 180 мм3 1М ук-
сусной кислоты. К полученному раствору 
деривата амоксициллина добавляли 
25мМ ацетат аммония в воде до получе-
ния концентрации эквивалентной 
1 мг/см3 исходного амоксициллина. До-
ведение рН раствора до нейтрального 
позволяет использовать полученный 
стандарт для приготовления конечных 
экстрактов плазмы крови с добавкой де-
ривата, чтобы вычислять извлечение ана-
лита. Для контроля полноты проведения 
реакции анализировали полученный 
стандарт с помощью ВЭЖХ-МС/МС, де-
тектируя MRM-переходы для самого 
амоксициллина и его деривата. Дериват 
внутреннего стандарта готовили анало-
гичным способом, используя амоксицил-
лин-Д4. 

Пробоподготовка плазмы крови. От-
бирали 0.3 см3 образца плазмы крови в 
пробирку. Вносили 100 мм3 раствора 
внутреннего стандарта амоксициллина-
Д4 (1 мкг/см3) и 3 см3 раствора фосфат-
ного буфера (100 мМ Na2HPO4, рН 7) и 
перемешивали 5 минут. В пробирку до-
бавляли 50 мм3 пирролидина и проводили 
дериватизацию в течение 30 минут при 

перемешивании. pH полученного экс-
тракта доводили до 3, добавлением 2М 
HCl (рН контролировали индикаторной 
лакмусовой бумагой). Перемешивали со-
держимое пробирки 5 минут и центрифу-
гировали 10 минут при 4500 об/мин. Су-
пернатант очищали с помощью твердо-
фазной экстракции. Для этого использо-
вали картриджи с сорбентом C18 (200 
мг), предварительно последовательно 
промытые 3 см3 метанола и 3 см3 воды. 
После нанесения анализируемого об-
разца картридж промыли 6 см3 деионизо-
ванной воды и сушили. Далее элюиро-
вали анализируемое вещество 3 см3 мета-
нола. Элюат упаривали в токе азота при 
40℃ досуха. После упаривания сухой 
остаток перерастворяли в 1 см3 деионизо-
ванной воды. Полученный экстракт ис-
пользовали для ВЭЖХ-МС/МС анализа. 

Обсуждение результатов 
Реакция дериватизации. Для деривати-

зации амоксициллина используется пир-
ролидин, схема реакции приведена на ри-
сунке 2. Данная реакция проходит в ще-
лочной среде, которую пирролидин обра-
зует в водном растворе. Реакция прохо-
дит количественно, аналогичным обра-
зом дериватизации подвергается внут-
ренний стандарт. При ВЭЖХ-МС/МС 
анализе детектируемым веществом явля-
ется дериват, который имеет молярную 

Таблица 1. Параметры настройки масс-спектрометра QTRAP 5500 (DP – потенциал декла-
стеризации, CE – энергия соударения, CXP – потенциал на выходе из ячейки соударения) 
при определении амоксициллина и его деривата. 
Table 1. Settings of the QTRAP 5500 mass spectrometer ((DP) declustering potential, (CE) colli-
sion energy, (CXP) collision cell exit potential when determining amoxicillin and its derivative. 

Вещество 
Ион пре-
курсор, 

m/z 

Поляр-
ность 

Ион про-
дукт, m/z DP, V CE, V CXP, V 

Амоксицил-
лин 366.1 + 349.1* 50 15 19 

208.1 50 21 19 

Амоксицил-
лин дериват 435.3 – 

263.0* -40 -30 -19 
357.1 -40 -20 -19 
340.1 -40 -25 -19 

Амоксицил-
лин-Д4 дери-
ват 

439.3 – 
263.0* -40 -30 -19 

361.1 -40 -20 -19 

* - наиболее интенсивный MRM-переход, использующийся для количественного определения. 
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массу 436 г/моль. Спектр продукта реак-
ции дериватизации амоксициллина с пир-
ролидином представлен на рисунке 3. Ко-
нечный аналит детектируется в отрица-
тельном режиме ионизации с m/z 435.3, 
при фрагментировании дает ионы-про-
дукты с m/z 263.1; 357.2 и 340.1. 

Стабильность деривата амоксицил-
лина при упаривании. Пробоподготовка 
таких сложных матриц как сыворотка или 
плазма крови часто подразумевает ис-
пользование упаривания до или после 
ТФЭ. Поэтому изучали стабильность де-
ривата амоксициллина при упаривании 
1 см3 раствора с концентрацией аналита 
100 нг/см3 в ацетонитриле в токе азота 
при комнатной температуре, при 30℃ и 
при 40℃, упаривание проводилось до-
суха и до 100 мм3. После чего сухой оста-
ток перерастворяли в 1 см3 деионизован-
ной воды, концентрат доводили до 1 см3 
деионизованной водой. В таблице 2 пред-
ставлены результаты относительно ис-
ходных растворов (100 нг/см3). При упа-
ривании при различных температурах и 
до различного объема конечного концен-

трата. Дериват оказался стабилен, по-
этому при пробоподготовке для быстрого 
и удобного упаривания элюата после 
ТФЭ был выбран вариант, когда упарива-
ние ведется досуха при 40℃. 

Стабильность деривата амоксицил-
лина в автосамплере. Известно, что 
амоксициллин в метанольных [31] и вод-
ных [27] растворах при комнатной темпе-
ратуре не стабилен. Важно было оценить 
стабильность полученного деривата в 
различных растворителях. Стабильность 
в автосамплере была изучена на уровне 
50 нг/см3 в воде, 50% ацетонитриле, мета-
ноле и на уровнях 10 и 1000 нг/см3 в экс-
тракте плазмы крови (НПКО и ВПКО). 
Стабильность в растворителях и экстрак-
тах рассчитывали, сравнивая абсолютные 
значения площадей пика в начале анализа 
и через 24 ч. Дополнительно изучали ста-
бильность в экстрактах плазмы крови, ко-
торая нормировалась на внутренний 
стандарт. Для этого в экстрактах плазмы 
рассчитывали концентрации, которые 
рассчитывались по матричной градуи-
ровке, нормированной на внутренний 

 
Рис. 2. Схема реакции дериватизации амоксициллина пирролидином. 

Fig. 2. Scheme of the reaction of amoxicillin derivatisation with pyrrolidine. 
 

 
а      б 

Рис. 3. Спектры МС/МС фрагментации продукта дериватизации амоксициллина (а) и 
амоксициллина-Д4 (б) с пирролидином в отрицательном режиме регистрации ионов. 

Fig. 3. MS/MS spectra of the fragmentation of the product of amoxicillin (a) and amoxicil-
lin-D4 (b) derivatisation with pyrrolidine in the mode of registering negative ions. 
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стандарт, и сравнивали с концентраци-
ями в этих же экстрактах, которые анали-
зировались повторно не ранее чем через 
сутки после первого исследования. В 
промежутке между исследованиями мат-
ричные растворы и растворы в раствори-
телях хранились при температуре от +4℃ 
до +10℃. Во всех трех растворителях де-
риват амоксициллина стабилен в течение 
суток в автосамплере (табл. 3). В экстрак-
тах плазмы крови стабильность деривата 
находится в диапазоне от 90.5 до 99.9%, 
при нормировании на внутренний стан-
дарт от 87.6 до 96.8%, что удовлетворяет 
требованиям по валидации биоаналити-
ческих методик [32]. 

Оптимизация условий дериватизации 
в образцах плазмы крови. Для оптимиза-
ции условий параметров методики прово-
дили пробоподготовку образцов плазмы 
крови (200 нг/см3) с варьированием таких 
параметров, как pH фосфатного буфера 

для экстракции и дериватизации, добав-
ляемое количество пирролидина, время 
дериватизации и pH экстракта перед 
нанесением на ТФЭ. Абсолютные извле-
чения внешнего и внутреннего стандар-
тов оценивали путем сравнения образцов 
с добавкой стандартных образцов до про-
боподготовки и с добавкой к холостым 
образцам после пробоподготовки дерива-
тизированных стандартных образцов. 

pH буферного раствора для экстрак-
ции и дериватизации. При изучении вли-
яния рH фосфатного буфера на протека-
ние реакции и на извлечение AMOX и 
AMOX-D4 готовили 5 различных буфе-
ров 100 мМ Na2HPO4 со значениями рH 6, 
7, 8, 9, 10. рН доводили с помощью кон-
центрированной ортофосфорной кислоты 
и 3М NaOH. Дальнейшая пробоподго-
товка образцов велась в одинаковых 
условиях, включая стадию дериватиза-
ции. Абсолютные извлечения внешнего и 

Таблица 2. Результаты исследования стабильности деривата амоксициллина при упарива-
нии 1 см3 раствора (100 нг/см3 ацетонитрила) при различных температурах и до разного ко-
нечного объема раствора после упаривания относительного исходного раствора (n=4±SD). 
Table 2. Results of the study of the stability of amoxicillin derivative during evaporation of a 1 cm3 
of solution (100 ng/cm3 of acetonitrile) at different temperatures and up to different final volumes 
of the solution after evaporation relative to the initial solution (n=4±SD). 

Т упаривания R, % 
Досуха До 100 мм3 

комнатная 94.5±1.5 95.0±1.7 
30℃ 96.2±1.9 95.9±2.4 
40℃ 96.9±1.9 96.1±1.5 

 
Таблица 3. Изучение стабильности деривата в течение суток в автосамплере на уровне 
50 нг/см3 в воде, 50% ацетонитриле, метаноле и в экстракте плазмы крови на уровнях 10 и 
1000 нг/см3 (n=3±SD).  
Table 3. Study of the derivative stability during the day in an autosampler at the level of 50 ng/cm3 
in water, 50% acetonitrile, methanol, and in blood plasma extract at levels of 10 and 1000 ng/cm3 
(n=3±SD).  

Вода 50% ацето-
нитрил Метанол 

Экс-
тракт 

плазмы 
крови 

(10 
нг/см3) 

Экстракт 
плазмы 
крови 
(1000 

нг/см3) 

Экстракт 
плазмы 

крови (10 
нг/см3) (с по-
правкой на 
внутренний 
стандарт) 

Экстракт 
плазмы 
крови 

(1000 нг/см3) 
(с поправкой 
на внутрен-
ний стан-

дарт) 
102±4% 107±7% 104±4% 91±4% 100±2% 88±1% 97±1% 
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внутреннего стандартов при разных зна-
чениях рН фосфатного буфера приведены 
в таблице 4. Наибольшее извлечение 
амоксициллина и его дейтерированного 
аналога наблюдалось при использовании 
для экстракции и среды для дериватиза-
ции фосфатного буфера с pH 7. Смеще-
ние pH в область щелочной среды приво-
дило к существенному снижению извле-
чения аналитов. А смещение pH в область 
более кислой среды (до 6) не оказывало 
существенного влияния на извлечение – 
разница не более чем на 10% (относи-
тельно точки с рН 7), что может быть свя-
зано с не полной дериватизацией, так как 
для раскрытия цикла в амоксициллине и 
проведения реакции требуется щелочная 
среда. Оптимальным значением рН бу-
фера для экстракции и дериватизации 
амоксициллина было выбрано 7, при ко-
тором достигается наибольшее извлече-
ние. Сильнощелочная среда без дерива-
тизирующего агента способствует дегра-
дации амоксициллина, при рH 10 извле-
чение аналита составляет менее 50%. 

Содержание пирролидина. Для пол-
ного протекания реакции дериватизации 
необходимо достаточное количество пир-
ролидина, в том числе для его расхода на 

побочные реакции с компонентами мат-
рицы. Изучение влияния количества де-
риватизирующего агента на пробоподго-
товку подразумевало добавление различ-
ного количества пирролидина, а для оста-
новки протекания реакции перед исполь-
зованием полученных экстрактов для 
ТФЭ, pH экстрактов необходимо сме-
стить в кислую среду до 3 путем добавле-
ния 2М соляной кислоты. Поэтому при 
разработке методики изучали извлечение 
аналитов при разном добавляемом коли-
честве пирролидина: 10 мм3, 25 мм3, 
50 мм3, 100 мм3, 200 мм3, 500 мм3 и соот-
ветственно разном добавляемом количе-
стве 2М соляной кислоты, поскольку до-
бавление большего количества пирроли-
дина приводило к необходимости добав-
ления большего количества кислоты для 
смещения pH раствора в кислую среду. 
Дальнейшая пробоподготовка образцов 
проводилась согласно описанной ранее 
схеме. В таблице 5 приведены извлечения 
аналитов при добавлении разного объема 
пирролидина для дериватизации. В каж-
дом случае извлечение аналитов было бо-
лее 55%. При многократном избытке пир-
ролидина не происходит существенного 
увеличения извлечения аналитов. Реак-
ция протекает полностью и при меньшем 

Таблица 4. Извлечение (R, %) амоксициллина и амоксициллина-Д4 из плазмы крови при 
варьировании рН фосфатного буфера (n=3±SD). 
Table 4. Extraction (R, %) of amoxicillin and amoxicillin-D4 from blood plasma at pH variations 
of the phosphate buffer (n = 3±SD). 

R, % 
Аналит 

рНфосфатногобуфера 
6 7 8 9 10 

Амоксициллин 68.7±3.4 72.8±1.5 64.1±1.3 57.8±0.8 43.1±1.3 
Амоксициллин-Д4 74.5±1.9 78.2±0.9 70.3±1.4 63.8±0.4 50.5±1.9 

 
Таблица 5. Извлечение (R, %) амоксициллина и амоксициллина-Д4 из плазмы крови при 
разном добавляемом объеме пирролидина для дериватизации (n=3±SD). 
Table 5. Extraction (R, %) of amoxicillin and amoxicillin-D4 from blood plasma with different 
added volumes of pyrrolidine for derivatisation (n = 3±SD). 

R, % 
Аналит 

Объем пирролидина, мм3 
10 25 50 100 200 500 

Амоксицил-
лин 

74.3±2.4 58.0±1.8 75.7±2.5 61.6±1.1 68.7±4.4 59.9±3.1 

Амоксицил-
лин-Д4 

81.1±3.4 59.4±2.9 77.0±3.9 68.4±2.3 78.3±6.6 71.0±4.1 
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избытке пирролидина. Флуктуации из-
влечения при изменении добавляемого 
объема пирролидина (от 10 до 500 мм3) 
вероятно могут быть связаны с деграда-
цией самой матрицы в сильнощелочном 
рН и, как следствие, влиянием матрич-
ного эффекта. Оптимальным количе-
ством пирролидина было выбрано 50 мм3.  

Время дериватизации. Еще один фак-
тор, оказывающий влияние на абсолют-
ное извлечение при пробоподготовке и на 
полноту проведения дериватизации, яв-
ляется время проведения реакции. Рас-
сматривали изменение времени протека-
ния реакции от 5 до 60 минут. В каждом 
случае извлечение аналитов было более 
65% (таблица 6). Наибольшее извлечение 
наблюдалось при проведении деривати-
зации в течение 10 минут. Увеличение 
времени дериватизации небольшим обра-
зом влияло как на полноту протекания ре-
акции и как следствие на извлечение ана-
литов. Для эффективного процесса дери-
ватизации подходящим количеством вре-
мени является 30 минут. При меньшем 
количестве времени разброс результатов 
оказывается большим. А увеличение вре-
мени дериватизации не оказывает значи-
тельного увеличения извлечения, но су-

щественно сказывается на общем вре-
мени пробоподготовки большой серии 
образцов. 

рН перед нанесением на ТФЭ. Для 
очистки экстракта перед ВЭЖХ-МС/МС 
анализом в методике используются карт-
риджи для ТФЭ с сорбентом С18 (200 мг). 
Для оптимизации этой стадии, чтобы не 
происходили потери аналита, рассматри-
вали влияние рН экстракта, который 
наносится на картридж. Дериват удержи-
вается на сорбенте С18 при нанесении в 
водном растворе с кислым рН. Поэтому 
варьировали рН в диапазоне от 2 до 7, рН 
доводили раствором 2М HCl и контроли-
ровали с помощью индикаторной лакму-
совой бумаги. Как видно из таблицы 7, 
при увеличении рН происходит уменьше-
ние извлечения аналита. Работа на крити-
ческой границе устойчивости сорбента 
С18 (при рН 2) не является оптимальным 
вариантом для рутинного анализа. По-
этому в нашей методике рН экстракта, ко-
торый наносится на картридж, был вы-
бран равным 3.  

Заключение 
Дериватизация амоксициллина и 

амоксициллина-Д4 с помощью пирроли-
дина позволяет избавиться от проблемы 

Таблица 6. Извлечение (R, %) амоксициллина и амоксициллина-Д4 из плазмы крови 
при варьировании времени дериватизации пирролидином (n=3±SD) 
Table 6. Extraction (R, %) of amoxicillin and amoxicillin-D4 from blood plasma at variation 
 of time of derivatisation with pyrrolidine (n=3±SD). 

R, % 
Аналит 

Время дериватизации, мин 
5 10 20 30 60 

Амоксициллин 67.0±3.8 80.9±11.1 72.3±2.7 74.0±2.2 74.5±0.7 
Амоксициллин-
Д4 

70.3±4.7 84.1±12.2 79.3±3.1 80.8±3.0 82.8±1.1 

 
Таблица 7. Извлечение (R, %) амоксициллина и амоксициллина-Д4 из плазмы крови 
при варьировании рН экстракта, наносимого на картридж С18 для ТФЭ (n=3±SD). 
Table 7. Extraction (R, %) of amoxicillin and amoxicillin-D4 from blood plasma at pH variations 
of the extract applied to the C18 cartridge for SPE (n=3±SD). 

R, % 
Аналит 

рН экстракта 
2 3 4 5 6 7 

Амоксициллин 81.3±3.1 82.1±5.5 72.5±3.1 71.7±1.1 65.7±0.8 71.1±7.1 
Амоксициллин-Д4 81.6±1.3 79.6±4.7 72.5±2.5 73.0±1.1 68.1±0.8 72.6±7.5 
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нестабильности исходного аналита. Раз-
работанная методика позволяет ста-
бильно и воспроизводимо определять 
амоксициллин в плазме крови с извлече-
нием более 80%. Аналитический диапа-
зон определения амоксициллина в плазме 
крови составил от 10 до 1000 нг/см3. На 
рисунке 4 представлены хроматограммы 
бланка плазмы крови и образца с концен-
трацией аналита на уровне НПКО (10 
нг/см3). Межсерийная прецизионность 
(n=9 для каждой из 6 точек градуировоч-
ной зависимости) варьировалась от 1.8 до 
11.3%, правильность (n=9) – от -2.7 до 
5.0%. Влияние эффекта матрицы состав-
ляло 91%. Разработанная методика была 
апробирована при изучении фармакоки-
нетики амоксициллина у коров, свиней, 
овец и кур. В ходе экспериментальной ра-
боты было выполнено 23 аналитические 
серии по определению амоксициллина в 

плазме крови разных видов животных с 
использованием контрольных образцов 
на 4 уровнях, входящих в аналитический 
диапазон: 20, 250, 400, 750 нг/см3 плазмы. 
Для каждого уровня концентраций вы-
полняли анализ не менее 2 параллельных 
образцов контроля качества. Всего одна 
серия включала 8 образцов контроля ка-
чества. В ходе работы было проанализи-
ровано 184 образцов контроля качества, 
из которых только 2 образца имели от-
клонение найденной концентрации от но-
минальной более ±15%.  

Конфликт интересов  
Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
сов или личных отношений, которые 
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