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Предложен вариант совместного определения золедроновой кислоты и креатинина в образцах сы-
воротки и плазмы крови методом гидрофильной хроматографии (HILIC). Установлены факторы,
влияющие на определение золедроновой кислоты: состав и концентрация буферного раствора,
природа стационарной фазы, наличие в элюенте винной кислоты в качестве конкурирующего аген-
та для предотвращения процессов комплексообразования золедроновой кислоты с ионами метал-
лов. Установлены линейные диапазоны концентраций для золедроновой кислоты и креатинина и
пределы обнаружения этих аналитов. Найдены условия хроматографического анализа: амидная
стационарная фаза; 5 мМ фосфатный буферный раствор, 2 мМ винная кислота (pH 7.0)/CH3CN,
градиентный режим 90–70% CH3CN.
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Золедроновая кислота – лекарственный пре-
парат, ингибирующий действие остеокластов и
резорбцию кости, относится к классу бифосфо-
натов и представляет собой азотсодержащую бис-
фосфоновую кислоту, широко используемую для
профилактики или лечения остеопороза (схема 1).

Схема 1. Структура золедроновой кислоты.
Cинтезированные в XIX веке бифосфонаты

первоначально использовали в качестве умягчи-
телей воды [1]. Потенциальная возможность
предотвращения растворения гидроксиапатита, а
значит и прекращение потери костной массы,
обусловили первые медицинские исследования
по изучению действия бифосфонатов при кост-
ных заболеваниях. Препараты на основе золедро-
новой кислоты подавляют активность остеокла-
стов, которые при злокачественных новообразо-
ваниях и метастазировании разрушают здоровые
клетки костей, используют для лечения остеопо-

роза и различных заболеваний, характеризую-
щихся хрупкостью костей. Одно из возможных
побочных действий – нарушение работы почек,
что контролируется содержанием сывороточного
креатинина [2].

Традиционными методами определения би-
фосфонатов являются ион-парная [3, 4] и обра-
щенно-фазовая ВЭЖХ-УФ или ВЭЖХ–МС/МС
с предварительной дериватизацией для снижения
полярности аналитов [5]. Однако большинство
этих методов имеют ограничения в связи со способ-
ностью бифосфонатов к образованию прочных хе-
латных комплексов с ионами металлов, например
магнием или железом(III) (схема 2), содержащими-
ся в следовых количествах в хроматографической
системе [6, 7]:

Схема. 2. Образование комплекса бифосфонатов 
с магнием [7].
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Для предотвращения комплексообразования
при ВЭЖХ-определении золедроновой кислоты в
состав подвижной фазы добавляют фосфаты или
пирофосфаты, а в раствор анализируемой пробы
комплексообразующие агенты, например эти-
лендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА) или
лимонную кислоту [3, 8].

Другой путь улучшения чувствительности
ВЭЖХ–МС/МС-определения – использование
аппаратного обеспечения, не содержащего ме-
таллов. Так в работе [6] хроматографическое раз-
деление метилированных производных аледро-
ната и внутреннего стандарта достигнуто на ко-
лонке, не содержащей металлов, с линейным
градиентным элюированием.

Для определения высокополярной золедроно-
вой кислоты и креатинина предпочтительно ис-
пользовать гидрофильную хроматографию (hy-
drophilic interaction liquid chromatography, HILIC).
В настоящей работе предложен вариант одновре-
менного определения креатинина и золедроно-
вой кислоты в биологических жидкостях методом
HILIC с градиентным элюированием.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и реагенты. Стандарты определяе-

мых аналитов: креатинин (>99.0%, Sigma, Герма-
ния), фармацевтическая субстанция золедроно-
вой кислоты (standards USP). Для приготовления
подвижных фаз и проведения пробоподготовки
использовали ацетонитрил для ВЭЖХ, метанол
для ВЭЖХ (Acros organics, США), муравьиную
кислоту х. ч. (Реахим, Россия), ацетат аммония
(Sigma, Германия), дигидрат дигидрофосфата на-
трия, дигидрат гидрофосфата натрия (AppliChem,
Германия), ортофосфорную кислоту х. ч. (Реахим,
Россия), воду деионизированную Milli Q Synthesis,
гидрокисид натрия х. ч. (Реахим, Россия), лимон-
ную кислоту, винную кислоту (Sigma, Германия),
ЭДТА (AppliChem, Германия), пероксид водорода
(Вектон, Россия).

Готовый буферный раствор фильтровали через
фильтр под вакуумом водоструйного насоса, поме-
щали в чистый стеклянный сосуд емк. 200 (500) мл,
который герметически закрывали и хранили в хо-
лодильнике при +4°С.

Оборудование. Хроматографический анализ
выполняли на жидкостном хроматографе LC-30
Nexera с диодно-матричным детектором. В каче-
стве неподвижных фаз испытаны колонки с
амидными, диольными и аминными фазами:
XBridge Amide 150 × 2 мм, 3.5 мкм; YMC-Triat Diol
HILIC 150 × 2 мм, 5 мкм; Luna NH2 250 × 4.6 мм,
5 мкм. Для обработки результатов анализа ис-
пользовали программное обеспечение “LCsolu-
tion”. Деионизованную воду получали с помощью
cистемы деионизации воды Деионизатор D-301

(Аквилон, Россия). рН буферных растворов для
ВЭЖХ контролировали стационарным pH-мет-
ром S20-K SevenEasy (Mettler Toledo, Швейца-
рия). Буферные растворы фильтровали под ваку-
умом водоструйного насоса через фильтры Nylon
66 Membranes 0.45 мкм × 47 мм (Supelco, США).

Приготовление стандартных и тестовых раство-
ров золедроновой кислоты и креатинина. Для при-
готовления раствора стандарта золедроновой
кислоты с концентрацией 1 мг/мл на микроана-
литических весах отбирали точную навеску фар-
мацевтической субстанции (1 мг), помещали в су-
хие чистые микропробирки емк. 1.5 мл и раство-
ряли в 300 мкл деионизованной воды, затем
добавляли 20 мкл 2 М раствора NaOH и 680 мкл
ацетонитрила. Тестовые растворы с меньшей
концентрацией (100 мкг/мл, 10 мкг/мл) получали
разбавлением 60%-ным раствором ацетонитрила.
Микропробирки с полученными растворами хра-
нили при 4°C.

Тестовый раствор креатинина с концентраци-
ей 1–2 мг/мл готовили растворением точной на-
вески 1–2 мг аналита в водно-ацетонитрильном
растворе (70 : 30, по объему) и хранили в моро-
зильной камере до хроматографического анали-
за при –16°С. Рабочие растворы аналита (10, 1,
0.1 мкг/мл) готовили путем последовательного
разбавления тестового раствора ацетонитрилом с
помощью автоматического дозатора и хранили
при +4°C в течение месяца.

Условия определения золедроновой кислоты и
креатинина методом гидрофильной хроматографии.
Варьировали природу буферного раствора (фос-
фатный, ацетатный; pH 3.0 и 7.0); хелатообразую-
щего агента (ЭДТА, лимонная и винная кислоты)
и его концентрацию (1, 2, 5, 10 мМ), режим элюи-
рования (градиентный или изократический).

После серии предварительных экспериментов
найдены требуемые хроматографические усло-
вия: колонка XBridge Amide (150 × 2 мм, 3.5 мкм);
5 мМ фосфатный буферный раствор (pH 7.0);
2 мМ винная кислота/CH3CN; градиентный ре-
жим 90–70% CH3CN; объем вводимой пробы –
20 мкл; УФ-детектирование, 205 нм.

Исследование окислительной деградации золед-
роновой кислоты. Отбирали 450 мкл раствора зо-
ледроновой кислоты, добавляли 50 мкл 3%-ного
раствора пероксида водорода и в течение 30 мин
выдерживали при комнатной температуре.

Для креатинина и золедроновой кислоты ме-
тодом разбавления пробы найдены линейные диа-
пазоны концентраций и пределы обнаружения.
Предел обнаружения оценивали, как концентра-
цию аналита, дающую сигнал, равный утроенному
уровню шума (отношение сигнал/шум 3 : 1) Линей-
ный рабочий диапазон концентраций для креати-
нина 0.5–32 мкг/мл, для золедроновой кислоты –
50–800 мкг/мл.



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 2  2021

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЗОЛЕДРОНОВОЙ КИСЛОТЫ И КРЕАТИНИНА 163

Пробоподготовка образцов плазмы крови для
хроматографического анализа. Лекарственные
препараты определяли в плазме крови человека,
содержащей гепарин в качестве антикоагулянта.
100 мкл плазмы крови помещали в микропробир-
ку Эппендорфа емк. 1.5 мл, добавляли 300 мкл
ацетонитрила, перемешивали в течение 2 мин.
Затем пробу центрифугировали на центрифуге
Eppendorf 5430 (Eppendorf, Германия) в течение
10 мин со скоростью 10000 об/мин при 4°С, отби-
рали надосадочную жидкость и проводили хрома-
тографический анализ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Золедроновая кислота – препарат, подавляю-

щий активность остеокластов, которые при зло-
качественных новообразованиях и метастазиро-
вании разрушают здоровые клетки костей. Лекар-
ства на ее основе увеличивают срок жизни
онкологических больных, снимают болевой син-
дром, препятствуют распространению метастазов.
Одно из побочных действий – возможное наруше-
ние работы почек, что контролируется содержани-
ем сывороточного креатинина.

Для определения высокополярных соедине-
ний в настоящее время активно востребована
гидрофильная хроматография, представляющая
собой вариант жидкостной хроматографии с по-
лярной неподвижной фазой и водно-органиче-
ской подвижной с небольшим (≤20%) содержани-
ем воды. HILIC сочетает характерные особенно-
сти нормально-фазовой (полярная стационарная
фаза), обращенно-фазовой (полярная подвижная
фаза) и ионообменной (возможность ионообмен-
ных взаимодействий) жидкостной хроматографии
[9]. Процесс формирования адсорбированного
водного слоя у поверхности сорбента, благодаря
которому реализуется режим гидрофильной хро-
матографии, определяется конкретными функ-
циональными группами стационарной фазы [10].
Удерживание аналитов в HILIC обусловлено как
распределительным механизмом между подвиж-
ной фазой и слоем воды, адсорбированным у по-
верхности полярного сорбента, так и адсорбци-
онным, где важную роль могут играть электроста-
тические взаимодействия и водородные связи.
Вклад каждого из механизмов зависит от типа не-
подвижной фазы, рН элюента, природы и кон-
центрации органического растворителя в по-
движной фазе, а также от физико-химических
свойств определяемых аналитов [11, 12]. Функци-
ональные группы стационарной фазы в HILIC
принято подразделять на нейтральные, заряжен-
ные и цвиттер-ионные [13, 14].

Несмотря на сложность механизма разделе-
ния, метод HILIC имеет ряд преимуществ по
сравнению с нормально-фазовой (НФ) и обра-
щенно-фазовой (ОФ) ВЭЖХ при разделении вы-

сокополярных водорастворимых веществ, кото-
рые в условиях ОФ и НФ ВЭЖХ либо элюируют-
ся с мертвым объемом, либо плохо растворимы в
неполярных органических растворителях. Кроме
того, при разделении аналитов методом HILIC не
требуется введение ион-парных агентов в состав
элюента. Это, в свою очередь, позволяет использо-
вать масс-спектрометрическое детектирование.

В качестве подвижных фаз в гидрофильной
хроматографии обычно используют полярные
органические растворители, хорошо смешиваю-
щиеся с водой [13]. Режим градиентного элюиро-
вания в гидрофильной хроматографии отличает-
ся от ОФ ЖХ и характеризуется постепенным
увеличением содержания воды. Факторы удержи-
вания определяемых соединений тем выше, чем
больше их гидрофильность [15]. Другой параметр,
который приходится учитывать, – наличие бу-
ферных солей в составе элюента, снижающих
электростатические взаимодействия между ана-
литами и активными центрами стационарной фа-
зы [16]. Наиболее часто используют ацетаты и
формиаты аммония (от 5 до 30 мМ), поскольку
они достаточно летучие и не мешают масс-спек-
трометрическому детектированию.

Поскольку при хроматографическом опреде-
лении бифосфонатов серьезным осложнением
является их взаимодействие с ионами металлов с
образованием прочных комплексов, провели се-
рию экспериментов с добавлением в состав по-
движной фазы конкурирующих комплексообра-
зующих агентов (ЭДТА, винной и лимонной кис-
лот). Наиболее эффективной оказалась добавка
винной кислоты, поскольку константа устойчи-
вости ее комплекса с железом(III), находящимся
в следовых количествах в хроматографической
системе, на несколько порядков выше по сравне-
нию с лимонной кислотой и ЭДТА. Кроме того, в
случае лимонной кислоты по сравнению с винной
существенно выше поглощающий фон (рис. 1).

При введении хелатирующих добавок (вин-
ной, лимонной кислот, ЭДТА) непосредственно
в пробу идентифицировать золедроновую кисло-
ту не удалось. Результат достигнут лишь при вве-
дении комплексообразующего агента в состав по-
движной фазы. Обнаружено, что с увеличением
концентрации винной кислоты фактор селектив-
ности возрастает, однако увеличивается и уровень
фона за счет ее поглощения при 205 нм (рис. 2).

Важными факторами, влияющими на опреде-
ление золедроновой кислоты, являются состав и
концентрация буферного раствора, а также при-
рода стационарной фазы [17, 18]. Установлено,
что возможно определение золедроновой кисло-
ты при использовании фосфатного буферного
раствора в связи с образованием фосфатных ком-
плексов железа(III) и предотвращением образо-
вания комплекса железа(III) с золедроновой кис-
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лотой. Однако при концентрации фосфатного бу-
ферного раствора, превышающей 6.4 мМ, в
подвижной фазе с большим содержанием ацето-
нитрила фосфат железа(III) выпадает в осадок. В
дальнейшем использовали концентрацию фос-
фатного буферного раствора 5 мМ.

Испытаны различные стационарные фазы:
амидная, диольная и аминная. Установлено, что
золедроновая кислота практически не удержива-
ется на неподвижной фазе с аминогруппами. При
использовании диольной стационарной фазы,
наоборот, золедроновая кислота хемосорбирует-
ся за счет образования водородных связей с сор-
бентом. Положительный результат достигнут на
амидной неподвижной фазе в сочетании с фос-
фатным буферным раствором, содержащим 2 мМ
винной кислоты в градиентном режиме элюиро-
вания. Амидная группа не заряжена в диапазоне
рН элюентов, используемых в HILIC. Ионооб-
менные взаимодействия с полярными аналитами
на таких фазах практически отсутствуют, что
уменьшает риск их необратимой адсорбции.

Определен линейный рабочий диапазон кон-
центраций золедроновой кислоты (50–800 мкг/мл)
и креатинина (0.5–32 мкг/мл). Пределы обнару-
жения составили 50 мкг/мл для золедроновой
кислоты и 500 нг/мл для креатинина.

Для оценки возможности образования побоч-
ных продуктов при длительном хранении на воз-
духе активной фармацевтической субстанции зо-
ледроновой кислоты ее обычно подвергают стресс-

тестам с использованием 3%-ного пероксида водо-
рода. На рис. 3 представлена хроматограмма золед-
роновой кислоты до и после проведения тестов.
Видно, что образуются несколько продуктов де-
градации, которые не мешают обнаружению зо-
ледроновой кислоты и могут быть независимо
определены.

В найденных условиях HILIC проанализиро-
ваны образцы сыворотки крови в присутствии зо-
ледроновой кислоты и креатинина (рис. 4).

Рис. 1. Хроматограмма фармацевтической субстан-
ции золедроновой кислоты в присутствии винной (1)
и лимонной кислоты (2) в составе подвижной фазы.
Условия: 5 мМ фосфатный буфер, 5 мМ лимонной
кислоты (5 мМ винной кислоты) (pH 7.0)/CH3CN,
градиентный режим 90–50% CH3CN, 205 нм.
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Рис. 2. Хроматограмма фармацевтической субстан-
ции золедроновой кислоты с добавкой винной кисло-
ты в элюент. Условия: XBridge Amide (150 × 2 мм,
3.5 мкм), п.ф.: 5 мМ фосфатный буферный раствор
(pH 7.0), 2 мМ (1) и 10 мМ (2) винная кисло-
та/CH3CN, градиентный режим 90–70% CH3CN,
205 нм.
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Рис. 3. Хроматографическое определение золедроно-
вой кислоты до (серый цвет) и после (черный цвет)
деградации. Остальные условия см. в подписи к
рис. 2.

Золедроновая
кислота

Продукты деградации

500 1000 1500 25002000

П
ог

ло
щ

ен
ие

, о
. е

. а
.

0

5
10
15
20
25
30
35
40
45
×105

Время, с



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 2  2021

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЗОЛЕДРОНОВОЙ КИСЛОТЫ И КРЕАТИНИНА 165

* * *

Предложен вариант одновременного опреде-
ления креатинина и золедроновой кислоты в био-
логических жидкостях методом гидрофильной
хроматографии с УФ-детектированием с исполь-
зованием амидной стационарной фазы и гради-
ентного режима элюирования. Установлена не-
обходимость введения в состав элюента 2 мМ
винной кислоты в качестве конкурирующего
комплексообразующего агента.

Работа выполнена при финансовой поддержке
проекта РФФИ 18-53-80010 BRICS_t. Выражаем
благодарность Ресурсному Центру МАСВ
“Научный парк СПбГУ” за предоставленное обору-
дование.
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Рис. 4. Хроматограмма сыворотки крови в присут-
ствии креатинина и золедроновой кислоты методом
HILIC. Условия: XBridge Amide (150 × 2 мм, 3.5 мкм),
п.ф.: 5 мМ фосфатный буферный раствор, 2 мМ вин-
ная кислота (pH 7.0)/CH3CN, градиентный режим
90–70% CH3CN, 205 нм.
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