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Встановлено розрізнюючу спроможність відносно пароксетину методу ізолювання, що засно-
вано на використанні хлороформу як елюенту токсичної речовини з гомогенізованої біологічної 
тканини, який дозволив виділити 23,5±2,6 % зазначеного антидепресанта. Виявлення пароксе-
тину, який виділено з біологічного матеріалу, проводили за допомогою тонкошарової хроматогра-
фії, кольорових реакцій, УФ-спектроскопії.

ВСТУП
Аналітична діагностика отруєнь лікарськи-

ми речовинами має важливе значення для під-
твердження результатів клінічної та патоморфо-
логічної діагностики отруєнь з нехарактерною 
симптоматикою [6, 7, 10, 15, 16]. Одним із лікар-
ських препаратів, який неодноразово був при-
чиною гострих та смертельних інтоксикацій є 
антидепресант пароксетин [8, 11, 12].

Проблемою хіміко-токсикологічного аналі-
зу лікарських речовин, які характеризуються 
високою ліпофільністю, є відсутність кореляції 
між концентрацією токсичної речовини в плазмі 
з глибиною інтоксикації. Так для пароксетину 
об’єм розподілу (V

d
) становить, за різними дани-

ми, від 3 до 28 л/кг [10]. Основна кількість таких 
речовин перерозподіляється між органами та 
тканинами багатими на ліпіди. Тому розробка 
методів дослідження пароксетину в біологічно-
му матеріалі є актуальною задачею.

Опрацьовано методики аналізу пароксетину 
в плазмі та крові за допомогою газо-рідинної хро-
матографії з мас-спектрометричним детектуван-
ням (ГРХ-МС) [1, 10, 13, 17], високоефективної 
рідинної хроматографії з УФ- [1] та флуоресцент-
ним детектуванням [10, 14], рідинної хромато-
графії (РХ) з МС-детектуванням [18, 20], а також 
сполучення РХ з тандемною мас-спектрометрією 
(РХ-МС-МС) [9, 19].

Запропонована методика виділення пароксе-
тину з біологічного матеріалу (печінка та нир-
ки) за допомогою підкисленого етанолу, згідно з 
якою автори проводять видалення з отриманого 
екстракту лише білкових домішок, подальшої 
ж очистки від жирів та ліпідів не передбачено 
[1]. В такому разі стає питання про досліджен-
ня негативного впливу співекстрактивних до-
мішок жирів та ліпідів на результати аналізу. 
За результатами наших попередніх досліджень 
[2, 3], робота з біологічними тканинами з висо-
ким вмістом жирів та ліпідів потребує ретельної 
пробопідготовки перед аналізом екстрактів за 
допомогою таких методів як сполучення екстра-
кційної та ТШХ-очистки [2, 3], або твердофазної 
екстракції [9, 18].

Інтерес по відношенню до ліпофільних речо-
вин представляє метод ізолювання за допомогою 
ліпофільного розчинника хлороформа [4].

Встановлення розрізнюючої спроможності 
щодо пароксетину методу ізолювання хлоро-
формом, а також вивчення умов подальшого ви-
явлення та кількісного визначення вказаного 
антидепресанта в отриманих екстрактах за до-
помогою доступних та широко впроваджених в 
практику хіміко-токсикологічного аналізу мето-
дів [6, 10] (хімічного, тонкошарової хроматогра-
фії (ТШХ), УФ-спектрофотометрії) стало метою 
нашого дослідження.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
До модельних проб печінки (5 г) додавали по 

1 мл водних розчинів пароксетину, що містили 
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500 мкг препарату. Об’єкти залишали на добу за 
кімнатної температури, а потім виділяли паро-
ксетин за наступною методикою.

Наважку печінки переносили в ступку, дода-
вали потрійну кількість натрій сульфату безвод-
ного і розтирали до утворення однорідної сипкої 
маси. Отриманий об’єкт переносили до скляної 
колонки діаметром 20 мм, в нижню частину якої 
заздалегідь, перед заповненням, вміщували не-
великий ватний тампон. Через відкритий кран 
колонку заповнювали  хлороформом за допомо-
гою гумової груші до утворення «дзеркала» над 
поверхнею об’єкту завтовшки до 2 см. Кран за-
кривали і над колонкою встановлювали ділиль-
ну лійку з хлороформом (100 мл). Через колонку 
пропускали хлороформ зі швидкістю 60-80 кра-
пель за хвилину. Елюати збирали у порцелянові 
чашки і випарювали на водяній бані за темпера-
тури не вище, ніж 40 °С, до видалення органічно-
го розчинника. 

Елюати, що отримані за наведеним вище 
методом, містили певну кількість супутніх до-
мішок, які видаляли за допомогою додаткової 
екстракційної очистки. 

За даними, які отримані нами по вивченню 
екстракції пароксетину з водних розчинів орга-
нічними розчинниками, було встановлено, що з 
кислого середовища (рН=1-2) вказана речовина 
у найменьшій мірі екстрагується хлороформом 
(ступінь одноразової екстракції складає близь-
ко 1 %). Найбільшу ступінь екстракціїї паро-
ксетину (57,5 %) спостерігали при використанні 
етилацетату як екстрагенту з лужного середови-
ща (рН=10). Таким чином, видалення співек-
страктивних речовин з біологічного матеріалу 
доцільно проводити хлороформ при рН=1-2, а 
екстракцію досліджуваного антидепресанта – 
етилацетатом при рН=10.

Для видалення домішок екстракційним ме-
тодом хлороформні елюати, які отримані з біо-
логічного матеріалу, переносили до фарфорової 
чашки, випаровували їх на водяній бані за тем-
ператури, не вище ніж 40 °С, до видалення орга-
нічного розчинника. Потім до сухого залишку у 
фарфоровій чашці додавали 20 мл 0,1 М розчину 
кислоти хлоридної, вміст чашки ретельно пере-
мішували, переносили до ділильної лійки і кис-
лий розчин двічі збовтували з 10 мл хлороформу 
кожного разу, відкидаючи фазу органічного роз-
чинника. Після цього кислий водний залишок 
підлуговували 20 % розчином натрій гідроксиду 
до рН 10 і тричі екстрагували пароксетин етила-
цетатом по 10 мл кожного разу. Етилацетатні ви-
тяжки фільтрували через фільтр з 0,5 г безводно-
го натрій сульфату у мірну колбу ємністю 50 мл 
і доводили до позначки етилацетатом. Паралель-

но проводили «холості» досліди для отримання 
розчинів порівняння.

Виявлення та кількісне визначення пароксе-
тину в отриманих екстрактах проводили за допо-
могою раніше розроблених нами методів аналізу 
досліджуємого антидепресанту [5]: ТШХ, кольо-
рових реакцій та УФ-спектрофотометрії.

Виявлення пароксетину в екстрактах за мето-
дом ТШХ проводили з використанням скляних 
хроматографічних пластинок для високоефек-
тивної тонкошарової хроматографії (ВЕТШХ) 
виробництва Естонії (сорбент КСКГ, фракція – 
5 20 мкм, товщина шару – 130±25 мкм, розмір 
пластинок 20х20 см). Від 10 до 30 мл етилаце-
татної витяжки випаровували до мінімального 
об’єму (0,05 мл) і наносили в одну точку на лінію 
старту хроматографічної пластинки. На відстані 
2 см від вказаної точки наносили метанольний 
розчин «свідка» пароксетину (5 мкг у пробі). 
У третю точку наносили 10 мл випареної витяж-
ки, яку одержали у «холостому» досліді. Хрома-
тограми розвивали послідовно з використанням 
двох систем рухомих розчинників: хлороформ 
і хлороформ – діоксан – ацетон –амонію гідро-
ксид 25 % розчин (47,5:45:5:2,5). Після цього 
пластинки висушували на повітрі і проявляли за 
допомогою реактива Драгендорфа у модифікації 
за Мун’є (жовтогарячий колір плям пароксетину 
на жовтому фоні; чутливість виявлення паро-
ксетину складала 0,5-1,0 мкг препарату в пробі). 
Плями пароксетину, який виділено з печінки, та 
«свідка» пароксетину за величинами R

f
 співпа-

дали та складали у системі рухомих розчинни-
ків хлороформ – діоксан – ацетон –амонію гід-
роксид 25 % розчин (47,5:45:5:2,5) 0,50 ± 0,02. 
Витяжки з «холостих» дослідів не давали плям 
зі вказаними значеннями R

f
. 

Підтвердження присутності пароксетину в 
екстрактах проводили також УФ-спектроско-
пічним методом. Для цього елюювали паро-
ксетин з непроявленої полоси хроматограми на 
рівні, що відповідав місцю знаходження плями 
«свідка» пароксетину, метанолом (ступінь елюю-
вання при цьому складає 99,4 %). Метанольний 
елюат випаровували та сухий залишок розчи-
няли в 4 мл 0,1 М розчину кислоти хлоридної. 
УФ-спектр одержаного розчину був аналогіч-
ним спектру розчину стандарту пароксетину 
в кислоті хлоридній та мав смуги поглинання 
при 233±2; 265±2; 272±2 та 293±2 нм. 

При виявленні пароксетину у витяжках за до-
помогою кольорових реакцій використовували 
кислоти: сульфатну концентровану (спостеріга-
ли темно-зелене забарвлення, чутливість 6,0 мкг 
препарату в пробі) та нітратну концентровану 
(спостерігали коричневе забарвлення, що швид-
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ко зникає, чутливість 3,0 мкг препарату в пробі), 
реактиви Лібермана (рожево-фіолетове забарв-
лення, що переходить у коричневе, чутливість 
1,0 мкг в пробі), Манделіна (рожево-фіолетове 
забарвлення, що переходить у синє, чутливість 
1,0 мкг препарату в пробі), Фреде (рожево-фі-
олетове забарвлення, що переходить у зелене, 
чутливість 0,5 мкг в пробі), Маркі (жовте забарв-
лення, чутливість 1,0 мкг в пробі) та Ердмана 
(рожево-фіолетове забарвлення, що переходить у 
буре, а потім у жовте, чутливість 3,0 мкг в про-
бі). Паралельно проводили контрольні досліди зі 
стандартним розчином пароксетину в метанолі 
(10 мкг/мл) та витяжкою з «холостого» досліду.

 Для кількісного визначення пароксе-
тину в витяжках УФ-спектрофотометричним 
методом використовували рівняння залежності 
оптичної густини від концентрації: А = 0,0095С 
– 0,02 (r = 0,9993; S2 = 10-4). Світлопоглинання 
розчинів підлягало закону Бугера-Ламберта-Бе-
ра в межах концентрацій від 10 до 110 мкг/мл, 
відносна невизначеність середнього результату 
становила ±2,3 %. Як розчин порівняння засто-
совували розчин, який отримано у «холостому» 
досліді.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
При розробці методів аналізу пароксетину 

в біологічному матеріалі було встановлено, що 
після ізолювання зазначеного препарату за допо-
могою елюювання хлороформом отримані біоло-
гічні екстракти вміщували велику кількість до-
мішок, які заважали подальшому виявленню та 
кількісному визначенню досліджуваної лікар-
ської речовини. Так, результати вимірювань по-
казників оптичної густини, отримані УФ-спек-
трофотометричним методом для екстрактів з 
«холостих» дослідів за наведеним вище методом 
ізолювання, становили 0,340–0,390, а після до-
даткової екстракційної очистки, яку проводили 
за наведеною вище методикою, оптична густина 
екстрактів не перевищувала 0,098–0,263 при до-
вжині хвилі, що відповідає максимуму світло 
поглинання пароксетину в УФ-області спектру 
(293 нм).

Отримані таким чином очищені екстракти ви-
користовували для виявлення в них пароксетину 
методом ТШХ та кольоровими реакціями. Іден-
тифікацію препарату за УФ-спектрами та кіль-
кісне визначення УФ-спектрофотометричним 
методом проводили тільки після додаткової 
очистки екстрактів методом ТШХ, аналізуючи 
елюати з хроматограм (оптична густина отрима-
них елюатів з «холостих» дослідів не перевищу-
вала 0,020–0,025).

Для ТШХ-очистки пластинку з нанесени-
ми екстрактами з біологічного матеріалу двічі 
вміщували до хроматографічної камери з хло-
роформом (фронт розчинника 8 см). Дослідами 
з витяжками з «холостих» проб біологічного 
матеріалу, а також зі стандартним розчином 
пароксетину, нанесеними на хроматографічну 
пластинку, було встановлено, що співекстрак-
тивні речовини при цьому мігрували до фінішу, 
а плями пароксетину залишались на лінії старту 
(при використанні хроматографічних пластинок 
ВЕТШХ). 

Результати кількісного визначення паро-
ксетину, який виділено з печінки за допомогою 
хлороформу, наведені в табл. Як видно, за допо-
могою запропонованої методики з печінки мож-
ливо виділити 23,5±2,6 % зазначеного антиде-
пресанта.

Таблиця

РЕЗУЛЬТАТИ УФ-
СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧНОГО ВИЗНАЧЕННЯ 

ПАРОКСЕТИНУ, ВИДІЛЕНОГО З ПЕЧІНКИ, 
ЗА ДОПОМОГОЮ ХЛОРОФОРМУ 
(СЕРЕДНЄ З П’ЯТИ ВИЗНАЧЕНЬ)

Додано 
пароксетину 

до 5 г печінки, 
мкг

Виділено паро-
ксетину Метрологічні 

характеристики
мкг %

500 128,5 25,7
X = 23,5

S = 2,0
SX  = 0,9

X= 2,6  å = 10,8 
X ± X = 23,5 ±2,6

500 112,0 22,4

500 103,0 20,6

500 125,0 25,0

500 115,0 23,0

ВИСНОВКИ
1. Встановлено розрізнюючу спроможність від-

носно пароксетину методу ізолювання, що за-
сновано на використанні хлороформу як елю-
енту токсичної речовини з гомогенізованої 
біологічної тканини, який дозволив виділити 
23,5±2,6 % зазначеного антидепресанта.

2. Показана можливість використання кольо-
рових реакцій, тонкошарової хроматографії, 
УФ-спектроскопії та УФ-спектрофотометрії 
для виявлення та кількісного визначення 
пароксетину, що виділено з біологічного 
матеріалу зазначеним методом. Одержані 
результати можуть бути використані для хі-
міко-токсикологічних досліджень біологіч-
ного матеріалу на вміст пароксетину.
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УДК 615.065:54.061/.062:547.712.22:001.8
C. В. Баюрка, Л. И. Рыбалка
РАЗРАБОТКА МЕТОДА ИЗОЛИРОВАНИЯ ПАРОКСЕТИНА 
ИЗ БИОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА С ПОМОЩЬЮ ХЛОРОФОРМА

Установлена разрешающая способность по отношению к пароксетину метода изоли-
рования, основанного на использовании хлороформа в качестве элюента токсического 
вещества из гомогенизированной биологической ткани, который позволил выделить 
23,5±2,6 % указанного антидепрессанта.
Ключевые слова: антидепрессанты, пароксетин, биологический материал, тонкослой-
ная хроматография, цветные реакции, УФ-спектрофотометрия.

UDC 615.065:54.061/.062:547.712.22:001.8
S. V. Baiurka, L. I. Rybalka
DEVELOPMENT OF THE ISOLATION METHOD OF PAROXETINE 
FROM THE BIOLOGICAL MATERIAL BY MEANS OF CHLOROFORM

Capacity in relation to paroxetine of the isolation method based on application of chloro-
form as an eluate of the toxic substance from the homogenized biological tissue has been 
determined. The method allowed to separate 23,5±2,6 % of the antidepressant.
Key words: antidepressants, paroxetine, biological material, thin layer chromatography, 
color reactions, UV spectrophotometry.
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