
NEWS OF PHARMACY 1 (107) 2024 119ISSN 2415-8844 (Online)

УДК 615.065:54.061/062:547.712.22:001.8                https://doi.org/10.24959/nphj.24.133

С. А. Карпушина1, С. В. Баюрка2, І. Й. Галькевич3, С. І. Ігліцька3, О. О. Алтухов4, І. Є. Билов2

1 Уманський національний університет садівництва, Україна 
2 Національний фармацевтичний університет Міністерства охорони здоров’я України  
3 Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького, Україна 
4 Харківський науково-дослідний експертно-криміналістичний центр МВС України

Розробка умов ізолювання антидепресанту пароксетину 
з біологічних рідин

Метою дослідження було розробити ефективні умови ізолювання нового антидепресанту пароксетину з мо-
дельних проб крові та сечі за допомогою рідинної екстракції з подальшим визначенням аналіту методом УФ-
спектрофотометрії.

Матеріали та методи. Дослідження з ізолювання виконували з модельними пробами донорської крові та 
сечі людини, які містили пароксетин. Етап пробопідготовки крові попередньо передбачав осадження формених 
елементів шляхом додавання до неї 10 % розчину кислоти трихлорацетатної. Ендогенні домішки видаляли 
шляхом екстракційного очищення хлороформом з кислого середовища за рН 1 та екстрагували пароксетин з 
досліджуваних біологічних рідин етилацетатом за рН 10. Отримані органічні екстракти додатково очищували 
з використанням методу ТШХ. Після цього визначали пароксетин в отриманих елюатах з хроматограм УФ-
спектрофотометричним методом.

Результати та їх обговорення. Значення Rf пароксетину в рухомій фазі етилацетат-метанол-25 % розчин 
амонію гідроксиду (85:10:5) становило 0,42 ± 0,04. УФ-спектри елюатів з хроматограм мали максимуми світ-
лопоглинання за довжини хвиль 233 ± 2, 265 ± 2, 272 ± 2 та 293 ± 2 нм і за характером світлопоглинання були 
ідентичні з УФ-спектром стандартного розчину пароксетину в 0,1 M розчині кислоти хлоридної. Кількісне визна-
чення проводили за λmax293 нм за рівнянням калібрувального графіка y = 0,0094x – 0,02. Опрацьовані методики 
дозволили виділити з сечі 70,0 ± 4,0 % пароксетину, з плазми крові – 26,0 ± 3,0 % та з осаду крові після його 
попереднього відокремлення від плазми додатково ще 5,4 ± 0,6 % досліджуваного антидепресанту.

Висновки. Визначено оптимальні умови пробопідготовки модельних проб крові та сечі методом рідинної 
екстракції стосовно пароксетину. Отримані результати мають прикладне значення для створення алгоритму 
токсикологічного дослідження біологічних рідин на присутність зазначеного антидепресанту в разі смертельних 
інтоксикацій лікарськими препаратами. 
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Development of conditions for isolation of antidepressant paroxetine from biological 
fluids
Aim. To develop optimized conditions for isolating the new antidepressant paroxetine from model blood and urine 

samples by the liquid extraction followed by the determination of the analyte using the UV spectrophotometric method.
Materials and methods. The studies were performed with model samples of the donor blood and urine spiked 

with paroxetine. In the sample preparation of blood, the form elements were previously precipitated by 10 % solution 
of trichloroacetic acid. Endogenous impurities were removed by the extraction purification with chloroform from an 
acidic medium at pH 1, and paroxetine was extracted from the biological fluids under study with ethyl acetate at pH 10. 
The organic extracts obtained were further purified using the TLC method. After that, the determination of paroxetine 
in the eluates obtained from chromatograms was performed using the UV spectrophotometric method.

Results and discussion. The Rf value of paroxetine in the mobile phase of ethyl acetate-methanol-25 % ammo-
nium hydroxide solution (85:15:10) was 0.42 ± 0.02. The UV spectra of eluates from chromatograms had absorption 
maxima at wavelengths of 265 ± 2, 272 ± 2 and 293 ± 2 nm and matched with the UV spectrum of a standard solu-
tion of paroxetine in 0.1 M solution of hydrochloric acid. The quantitative determination was performed at λmax293 nm 
according to the equation of the calibration curve y=0.0094x–0.02. The methods developed allowed to isolate 70.0 ± 
4.0 % of paroxetine from the urine, 26.0 ± 3.0 % from the blood plasma and additionally 5.4 ± 0.6 % of the antidepres-
sant studied from the blood cell sediment after its preliminary separation from the blood plasma.

Conclusions. The optimized conditions for sample preparation of model blood and urine samples by the liquid 
extraction method in relation to paroxetine have been determined. The results obtained are of applied practical signifi-
cance for creating an algorithm in the toxicological study of biological fluids for the presence of this antidepressant in 
fatal drug intoxications.
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Вступ. Пароксетин (3S-транс)-3-[(1,3-бензоді- 
оксол-5-ілокси)метил]-4-(4-флуорфеніл)-піперидин –  
новітній антидепресант, що належить до групи се-
лективних інгібіторів зворотного захоплення серо- 
тоніну. Препарат широко використовують для ліку-
вання проявів депресивних станів, що супроводжу-
ються тривогою та важким перебігом [1]. У певних 
умовах пароксетин здатен викликати важкі усклад-
нення за його сумісного вживання з анксиолітиками 
інших груп, насамперед інгібіторами моноаміноок-
сидази, трициклічними антидепресивними засобами  
та іншими психотропними речовинами, а також се- 
ротоніновий синдром – досить рідкісну та потенцій- 
но небезпечну для життя побічну реакцію на вжи-
вання лікарського засобу [2].

Смертельні концентрації пароксетину в крові, 
зареєстровані в різних випадках отруєнь, становили 
1,58 мг/л [3], 2,3-2,8 мг/л [4]. Концентрація пароксе-
тину в сечі в разі смертельного отруєння відповіда-
ла 5,2 мг/л [4].

Варто зауважити, що тенденцією останніх років 
щодо розробки біоаналітичних методів визначення 
психоактивних речовин було превалювання таких ін- 
струментальних методів аналізу, як високоефектив-
на рідинна та газова хроматографія з тандемним мас- 
спектрометричним детектуванням (ВЕРХ-МС/МС та  
ГХ- МС/МС). Визначено деякі антидепресанти та ін- 
ші психоактивні речовини за сумісної присутності, 
зокрема й пароксетин, у плазмі [5, 6], плазмі та сечі 
[7], у цільній крові [8] та посмертній крові [9], ас-
піраті кісткового мозку [10] методом ультра ВЕРХ-
МС/МС [5, 7-10], ВЕРХ-МС/МС [6]. Пробопідготов-
ку проводили методами рідинної екстракції [5, 8, 9],  
зокрема мікрохвильової екстракції [10], твердофаз- 
ної екстракції (ТФЕ) [7] та електромембранної екс- 
тракції [6]. Наведено дані з методів визначення па-
роксетину та іншіх антидепресантів у крові [11] та  
перикардіальній рідині [12] методами ГХ-МС після  
попередньої пробопідготовки із застосуванням ТФЕ  
[11] та рідинно-рідинної мікроекстракції [12]. Зазна- 
чені інструментальні методи характеризуються ви- 
сокою специфічністю та чутливістю, проте пов’язані 
з використанням високовартісного обладнання, а та- 
кож певними вимогами до пробопідготовки на осно- 
ві ТФЕ та інших технологічних матеріалів, що ро-
бить їх не завжди доступними.

У літературі наведено дані щодо визначення па- 
роксетину в присутності низки інших антидепресан-
тів у плазмі крові, сечі, оральних рідинах методом 
ізократичної високоефективної рідинної хромато- 
графії з УФ-спектрометричним детектуванням, ізо-
лювання досліджуваних речовини з біологічних рі-
дин проводили екстракцією органічними розчинни-
ками, дані щодо складу екстрагента в доступній нам 
літературі не знайдено [13]. 

Метою дослідження було розробити ефективні 
умови ізолювання нового антидепресанту пароксе-
тину з модельних проб крові та сечі за допомогою 
рідинної екстракції з подальшим визначенням ана-
літу методом УФ-спектрофотометрії.

Матеріали та методи. У дослідженні використо-
вували пароксетину гідрохлорид, який було виділе-
но з таблеток «Пароксетин» (30 шт.) (Медоксмі ЛТД,  
Лінассол, Кіпр), що містили 20 мг пароксетину в таб- 
летці у вигляді 0,01140 мг пароксетину гідрохлориду 
(чистоту отриманої субстанції підтверджували ме- 
тодами ТШХ, УФ-спектроскопії та ВЕРХ). Усі вико-
ристані в дослідженні реактиви мали кваліфікацію 
не нижче «ч.д.а.».

Методика ізолювання пароксетину з сечі. До 50 мл  
сечі людини, яка не вживала лікарських препаратів, 
додавали 1 мл водного розчину пароксетину, що міс- 
тив від 200,0 до 1000,0 мкг препарату, та залишали 
суміші на 24 год. Паралельно ставили «сліпі» дослі-
ди з біологічною рідиною. Після цього до модельних 
проб сечі додавали 10  % розчин кислоти хлоридної 
до значення pH 1 та для видалення ендогенних до-
мішок суміші двічі збовтували з 15 мл хлороформу. 
Фазу органічного розчинника відокремлювали в ді-
лильній лійці, відкидали та в подальшому не підда- 
вали дослідженню. Після цього до підкисленої про- 
би сечі, що залишилась, додавали 20 % розчин натрій 
гідроксиду до рН 10 і тричі екстрагували пароксе- 
тин етилацетатом по 15 мл кожного разу. Емульсії, 
якщо вони утворювались, руйнували шляхом центри- 
фугування впродовж 15 хв зі швидкістю 3000 об./хв.  
Центрифугат фільтрували через паперовий фільтр з  
0,5 г безводного натрій сульфату до мірної колби мі- 
сткістю 50 мл і доводили органічним розчинником 
до позначки. 

Методика ізолювання пароксетину з крові. До 10 мл  
донорської крові людини додавали по 1 мл водного 
розчину пароксетину, що містив від 100 до 500 мкг 
зазначеного препарату, ретельно перемішували та 
залишали на добу. Через 24 год до 10 мл модельної 
суміші пароксетину з кров’ю додавали 10 мл 10 % 
розчину кислоти трихлорацетатної та перемішува-
ли зразки. Потім суміші центрифугували впродовж 
15 хв зі швидкістю 3000 об./хв. Отримані центрифу-
гати зливали з осадів та двічі екстрагували біогенні 
домішки з кислого середовища 10 мл хлороформу. 
Фазу органічного розчинника відокремлювали в ді-
лильній лійці та відкидали, не досліджуючи в по-
дальшому. Після цього підлуговували кислу водну 
фазу до рН 10 за допомогою 20 % розчину натрій 
гідроксиду та тричі екстрагували пароксетин етил- 
ацетатом по 10 мл кожного разу. Отримані таким 
чином «лужні» екстракти фільтрували крізь паперо-
вий фільтр, що містив 0,5 г безводного натрій суль-
фату, до мірної колби місткістю 50 мл та доводили 
до позначки етилацетатом. 

Методика ізолювання пароксетину з осаду крові.  
Осад крові, що залишився в центрифужному стака-
ні після відокремлення рідкої фази крові, зважували 
та переносили до фарфорової ступки. Осад розти-
рали з потрійною кількістю безводного натрій суль-
фату. Із цим отримували однорідну сипку масу, яку 
вносили до скляної колонки заввишки 25 см та діа-
метром близько 1 см. Для запобігання потрапляння 
розтертої маси у скляний кран попередньо, перед  
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заповненням колонки, до неї вносили невеличкий ват- 
ний тампон. Сипку масу ущільнювали шляхом обе-
режного постукування по колонці. Над колонкою з  
розтертим осадом закріплювали ділильну лійку, що 
містила 50 мл хлороформу, який пропускали че-
рез скляну колонку зі швидкістю 60 крапель за хв. 
Отриманий хлороформний елюат випаровували на 
водяній бані за температури не вище 40 °С у порце-
ляновій чашці до повного видалення органічного роз- 
чинника. Залишок розчиняли в 0,1 М розчині кисло- 
ти хлоридної та двічі екстрагували домішки з кис-
лого середовища 10 мл хлороформу. Фазу органіч-
ного розчинника відокремлювали в ділильній лійці 
та відкидали, не досліджуючи в подальшому. Після 
цього підлуговували кислу водну фазу до рН 10 за 
допомогою 20 % розчину натрій гідроксиду і три- 
чі екстрагували пароксетин етилацетатом по 10 мл 
кожного разу. Одержані таким чином екстракти фільт- 
рували крізь паперовий фільтр, що містив 0,5 г без-
водного натрій сульфату, до мірної колби місткістю 
50 мл і доводили до позначки органічним розчин-
ником.

Паралельно отримували екстракти у «сліпих» до-
слідах з модельною кров’ю та сечею.

Методика додаткового ТШХ-очищення екстрактів.  
Відбирали від 3 до 5 мл екстрактів з біологічних рі-
дин, випаровували їх на водяній бані до мінімально- 
го об’єму та смугою наносили на лінію старту хро-
матографічної пластинки Merck (Silica gel 60 F254). 
Поруч, на невеликій відстані, смугою наносили та-
кий же об’єм екстракту, отриманого відповідно з кро- 
ві та сечі у «сліпому» досліді, а також стандартний 
розчин пароксетину у хлороформі (10 мкг у пробі). 
Спочатку хроматограму розвивали в рухомій фазі 
хлороформ, а потім у рухомій фазі етилацетат-мета-
нол-25 % розчин амонію гідроксиду (85:10:5). Де-
тектували пароксетин за допомогою розчину калій 
йодоплатинату підкисленого (на пластинці спосте-
рігали фіолетове забарвлення плями досліджуваного 
препарату, чутливість виявлення становила 0,5 мкг  
пароксетину в пробі). У випадку дослідження екс-
трактів, отриманих у «сліпих» дослідах, відповідних 
плям не спостерігали.

Досліджуваний антидепресант елюювали мета-
нолом з непроявленої зони хроматограми на рівні, 
що відповідав місцю розташування плями «свідка» 
пароксетину, отриманий елюат фільтрували крізь 
паперовий фільтр та випаровували на водяній бані 
(ступінь елюювання пароксетину з шару сорбенту 
метанолом становив 97,6 %). Отриманий залишок 
розчиняли в 4 мл 0,1 М розчину кислоти хлоридної.

Кількісне визначення пароксетину в екстрактах  
з біологічних рідин проводили методом УФ-спектро- 
фотометрії. Зазначений інструментальний метод є 
доступний, достатньо чутливий та рекомендований 
для використання в судовій токсикології переважно 
для кількісного визначення [14, с. 393-411].

Світлопоглинання елюатів з хроматограм вимі-
рювали на спектрофотометрі СФ-46 за λmax=293 нм, 
використовуючи кювету з товщиною поглинаючого 

шару рідини 10 мм. Як розчин порівняння викорис-
товували розчини, отримані у «сліпих» дослідах. 

З метою побудови калібрувального графіка для 
кількісного визначення пароксетину готували стан-
дартний розчин (СР) і робочі стандартні розчини 
(РСР) препарату. 0,01140 г пароксетину гідрохлори-
ду гемігідрату, що в перерахунку відповідає 0,01000 г  
пароксетину-основи, розчиняли у 0,1 М розчині кис- 
лоти хлоридної в мірній колбі місткістю 50,00 мл 
(отримано СР з концентрацією 200,0 мкг/мл пароксе- 
тину-основи). Для приготування РСР до мірних колб  
місткістю 10,00 мл вносили по 0,30; 0,50; 1,00; 1,50; 
2,00; 2,50; 3,00; 4,00: 5,00 і 5,50 мл СР та доводили 
об’єми розчинів до мітки 0,1 М розчином кислоти хло- 
ридної (РСР 1-10, відповідно, концентрація 6,0; 10,0;  
20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 80,0: 100,0 та 110,0 мкг/мл).  
Вимірювали оптичну густину отриманих СР і РСР.

Результати та їх обговорення. Оптимізацію умов  
ізолювання пароксетину з модельних проб біологіч-
них рідин було проведено на основі попереднього 
дослідження з вивчення ефективності екстракції до- 
сліджуваного антидепресанту з водних розчинів ор- 
ганічними розчинниками залежно від рН середовища.  
Ступінь екстракції пароксетину з кислого середови-
ща за рН 1 етилацетатом та сумішшю етилацетат-
метиленхлорид (5:1) становив близько 22 %, діети-
ловим етером екстрагувалось в зазначених умовах 
близько 8 %, а хлороформом – близько 1 % дослі-
джуваного антидепресанту. Область максимальної 
екстракції пароксетину хлороформом спостерігали 
за рН 6-12, діетиловим етером – за рН 8-12 (ступінь 
екстракції дорівнював, відповідно, 15,3-21,4 % та 
37,0-39,5 %), етилацетатом –  за рН 10 (ступінь екс-
тракції дорівнював 57,5 %). Результати екстракції 
пароксетину сумішшю етилацетат-метиленхлорид 
(5:1) за значень рН 3-13 засвідчили, що ступінь екс-
тракції антидепресанту мав майже постійне значен-
ня та перебував у межах 34-37 %. Отже, найбільш 
ефективним органічним розчинником для екстракції  
пароксетину з біологічних рідин був етилацетат за  
рН 10. Хлороформ виявився найбільш придатним для  
додаткового екстракційного очищення біологічних 
витяжок від співекстрактивних домішок за рН 1. 

Ідентифікацію пароксетину в отриманих екстрак- 
тах з крові та сечі проводили методом ТШХ за ве- 
личиною Rf, яка в рухомій фазі етилацетат-метанол- 
25 % розчин амонію гідроксиду (85:10:5) складала  
0,42 ± 0,02. Також було досліджено УФ-спектри отри- 
маних елюатів з хроматограм, які за характером світ- 
лопоглинання збігалися з відповідним УФ-спектром 
стандартного розчину пароксетину в 0,1 М розчині 
кислоти хлоридної та мали максимуми світлопогли-
нання за довжини хвиль 265 ± 2, 272 ± 2 та 293 ± 2 нм  
(рис.). 

Кількісне визначення пароксетину в екстрактах 
проводили методом УФ-спектрофотометрії за довжи- 
ни хвилі 293 нм, що відповідало максимально інтен- 
сивному світлопоглинанню. Значення світлопогли-
нання препарату для СР і 9 РСР (m = 10; n = 2) було 
оброблено методом лінійної регресії та отримано 
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рівняння калібрувального графіка: y = 0,0094x – 0,02  
(r = 0,999; So

2 = 1,4·10-4). Лінійність спостерігали в  
межах концентрацій пароксетину 6,0-10,0 мкг/мл. 
Значення LOD та LOQ розрахували з величини 
стандартного відхилення вільного члена в рівнянні 
калібрувального графіка (Sа) за допомогою формул: 
LOD = 3,3·Sа/b та LOQ = 10·Sа/b. Вони становили, 
відповідно, 1,8 мкг/мл та 5,6 мкг/мл.

Результати кількісного визначення в екстрактах 
пароксетину, виділеного із сечі, а також з плазми кро- 
ві та осаду з неї після його відокремлення від плаз-
ми, наведено в табл. 1-3.

Як видно з даних, наведених у таблицях, за до-
помогою розроблених методик із сечі можна виді-
лити 70,0 ± 4,0 % пароксетину, з плазми крові – 26,0 
± 3,0 %, а з осаду крові, що залишився після його 
відокремлення від плазми, ще додатково 5,4 ± 0,6 % 
зазначеного антидепресанту. Додатковий аналіз оса- 
ду з крові на присутність у ньому пароксетину до-
зволяє суттєво підвищити ступінь його ізолювання 
із зазначеної біологічної рідини.

Варто зауважити, що рідинно-рідинна екстракція  
все ще є домінувальним методом пробопідготовки, 
що його застосовують у токсикологічних лабора-
торіях [3]. Згідно з рекомендаціями щодо методів 

пробопідготовки для цілей судово-токсикологічних 
досліджень ступінь ізолювання аналіту має бути не- 
обов’язково максимальним, достатнім є значення близь- 
ко 50 % [3] з відтворюваністю цього параметра для 
різних концентрацій аналіту в об’єкті дослідження 
вище 20 % [15]. Із цим екстракція ендогенних домі-
шок має бути мінімізованою. Отже, розроблені нами 
методики пробопідготовки для визначення пароксе- 
тину в крові та сечі УФ-спектрофотометричним  

А

λ, нм

Рис. УФ-спектр світлопоглинання пароксетину в 0,1 М розчині кислоти хлоридної (концентрація 2,5·10-4 моль/л)

Таблиця 1
Результати кількісного визначення пароксетину, 
виділеного із сечі, УФ-спектрофотометричним 

методом  
(середнє з п’яти визначень)

Додано 
пароксетину 

до 50 мл 
сечі, мкг

Виділено 
пароксетину Метрологічні 

характеристики
мкг %

200 140,6 70,3
X = 70,0 

S = 3,0   SX = 1,3
ΔX = 4,0   ε = 5,3
X ± ΔX = 70,0 ± 4,0

400 293,6 73,4
600 397,2 66,2
800 582,4 72,8

1000 685,0 68,5

Таблиця 2
Результати кількісного визначення пароксетину, 

виділеного з плазми крові,  
УФ-спектрофотометричним методом  

(середнє з п’яти визначень)

Додано 
пароксетину 

до 10 мл 
крові, мкг

Виділено 
пароксетину Метрологічні 

характеристики
мкг %

100 26,7 26,7
X = 26,0 

S = 2,2   SX = 1,0
ΔX = 3,0   ε = 10,3
X ± ΔX = 26,0 ± 3,0

200 58,4 29,2
300 70,5 23,5
400 98,8 24,7
500 104,0 26,0

Таблиця 3
Результати кількісного визначення пароксетину, 

виділеного з осаду крові після відокремлення його 
від плазми, УФ-спектрофотометричним методом 

(середнє з п’яти визначень)

Додано 
пароксетину 

до 10 мл 
крові, мкг

Виділено 
пароксетину Метрологічні 

характеристики
мкг %

100 5,3 5,3
X = 5,4 

S = 0,5   SX = 0,2
ΔX = 0,6   ε = 10,3
X ± ΔX = 5,4 ± 0,6

200 11,4 5,7
300 18,0 6,0
400 20,4 5,1
500 24,5 4,9
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методом є придатні для цілей судової токсикології, 
що підтверджено низкою валідаційних параметрів. 

Висновки та перспективи подальших дослі-
джень. Визначено оптимальні умови пробопід-
готовки модельних проб крові та сечі методом рі-
динної екстракції стосовно пароксетину. Отримані 

результати мають практичне значення для створен-
ня алгоритму токсикологічного дослідження біоло-
гічних рідин на присутність зазначеного антидепре-
санту в разі смертельних інтоксикацій лікарськими 
препаратами. 

Конфлікт інтересів: відсутній.
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