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АНАЛІЗ ВЕНЛАФАКСИНУ В КРОВІ МЕТОДАМИ 
ТОНКОШАРОВОЇ ХРОМАТОГРАФІЇ 
ТА УФ-СПЕКТРОФОТОМЕТРІЇ 

Розроблено методику ізолювання венлафаксину з крові методом рідинно-рідинної екстракції хлорофор­

мом при рН 7-8. Осадження форменних елементів крові проводили 10 % розчином трихлорацетатної кис­

лоти, для видалення співекстр активних компонетів біологічної матриці використовували екстракційну 

та ТШХ-очистку. Аналіз венлафаксину в екстрактах проводили методами ТШХта УФ-спектрофотометрії. 

Ефективність розробленої методики ізолювання становила 36 ± З %. 
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ВСТУП 
Венлафаксин (Венлаксор) відноситься до тимо-

аналептиків останньої генерації з подвійною дією -

до вибіркових інгібіторів зворотнього захвату серо­

тоніну та норадреналіну (ІЗЗСН) [1]. Вказаний пре­

парат був першим представником групи ІЗЗСН і в те­

перішній час розглядається як один з найбільш ефек­

тивних та доступних українським пацієнтам анти­

депресантів [3]. Використовується для лікування де­

пресивних розладів різного ступеня тяжкості [2]. 

Серед серотонінергічних антидепресантів вен­

лафаксин відмічають як найбільш токсичний препа­

рат з підвищеним ризиком летальних випадків [13]. 

Зафіксовані випадки гострих та смертельних отру­

єнь венлафаксином [7,12]. Зокрема, після надходжен­

ня до організму 30 г венлафаксину летальна концен­

трація препарату в крові становила 21,82 мг/л [12]. 

У сучасних літературних джерелах наведені ме­

тодики аналізу венлафаксину в плазмі крові за допо­

могою високоефективної рідинної хроматографії з 

УФ- [17], флюоресцентним [6], мас-спектрометрич-

ним [15,20] детектуванням, газо-рідинної хромато­

графії з нітроген-фосфорним [10 ,11 ] та мас-спект-

рометричним детектуванням [14 ,18 ] та електрокі­

нетичної капілярної хроматографії [16]. Зазначені 

методи аналізу характеризуються високою чутливі­

стю та специфічністю, але потребують ретельної про-

бопідготовки та спеціального коштовного обладнан­

ня, що робить їх не завжди доступними. 

Метою нашого дослідження була розробка ефек­

тивних умов ізолювання венлафаксину в крові мето­

дом рідинно-рідинної екстракції з наступним аналі-
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зом антидепресанта за допомогою доступних та ши­

роко впроваджених в практику хіміко-токсикологіч-

ного аналізу методів [8]: тонкошарової хроматогра­

фії та УФ-спектрофотометрії. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
Реактиви та обладнання 
Венлаксор (75 мг) - таблетки, що містять вен­

лафаксину гідрохлорид, було отримано у «Grindex» 

(Рига, Латвія). Виділення венлафаксину з таблеток 

проводили як описано в роботі [4]. 

Реактиви, які були використані, мали кваліфіка­

цію не нижче «ЧДА» . 

Світлопоглинання розчинів в УФ-області спектра 

досліджували на спектрофотометрі СФ-46 (ЛОМО), 

спектральний діапазон вимірювань становив від 190 

до 1100 нм. 

рН-метр 5123 (Elvro , Вроцлав, Польща). 

Водяна баня L W - 4 (Бітом, Польща). 

Хроматографічні пластинки M e r c k (S i l i ca gel 60 

F254 , розмір 10 х 20 см, Німеччина). 

Мірні колби на 10 мл, 25 мл 2-го класу, градуйо­

вані піпетки 1-го класу (Simax, Чехія). 

Методика виділення венлафаксину з крові. 
До 10 мл донорської крові людини додавали по 1 мл 

водних розчинів венлафаксину, які містили від 100 

до 500 мкг препарату, суміші перемішували і зали­

шали на 2 4 год. Паралельно ставили «холості » дослі­

ди з біологічною рідиною. Після цього до модельних 

проб крові додавали по 10 мл 10 % розчину кислоти 

трихлорацетатної і перемішували. Суміші центри­

фугували протягом 15 хв зі швидкістю 3000 об/хв. 

Центрифугати зливали з осадів і переносили до ді­

лильних лійок та двічі екстрагували домішки діети­

ловим етером по 10 мл кожного разу при рН 1. Фазу 

Фармацевтична хімія та фармакогнозія 
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органічного розчинника відокремлювали та відки­

дали, не досліджуючи у подальшому. Кислу фазу, що 

залишилася, підлуговували до рН 7-8 20 % розчином 

натрію гідроксиду (за універсальним індикатором) 

та тричі екстрагували венлафаксин хлороформом по 

10 мл кожного разу. Отримані екстракти з крові до­

датково очищували від домішок екстракційним та 

ТШХ-методом. 

Методика екстракційної очистки. Отримані екс­

тракти переносили до порцелянової чашки і випа­

ровували їх на водяній бані при температурі, не ви­

щій, ніж 40 °С до видалення органічного розчинника. 

Потім до сухого залишку у фарфоровій чашці дода­

вали 20 мл 0,1 М розчину кислоти хлоридної, вміст 

чашки ретельно перемішували та переносили до ді­

лильної лійки і кислий розчин (рН 1) двічі, по 10 мл 

кожного разу, збовтували з діетиловим етером, від-

кидаючи фазу органічного розчинника. Після цього 

кислий водний залишок підлуговували 20 % розчи­

ном натрію гідроксиду до рН 7-8 і тричі екстрагува­

ли венлафаксин хлороформом. Органічні екстракти 

фільтрували через паперовий фільтр з 0,5 г безвод­

ного натрію сульфату, попередньо змоченого відпо­

відним органічним розчинником. Хлороформні екс­

тракти випаровували при 4 0 °С та доводили їх об'єм 

до 25 мл у відповідній мірній колбі. 

Методика аналізу екстрактів на венлафаксин 
методом тонкошарової хроматографії. На дві хро­

матографічні пластинки M e r c k (Sil ica gel 60 F254 , роз­

мір 10 х 20 см) наносили за допомогою калібровано­

го капіляра по 10 мкл модельного розчину препара­

ту у хлороформі з концентрацією 1 мг/мл (10 мкгу 

пробі ) , поряд смугою наносили пробу біологічного 

екстракту, отриманого після додаткової екстракцій­

ної очистки (об'ємом від 0,5 до 3,0 мл,який було попе­

редньо випарено до мінімального об'єму ~ 0,05 мл ) . 

На одну з хроматографічних пластинок додатково на­

носили другу пробу біологічного екстракту об'ємом 

2,0-5,0 мл, випареного до мінімального об'єму, для на­

ступного елюювання досліджуваної речовини. Поряд 

наносили 0,5-3,0 мл біологічного екстракту з «холо­

стого» досліду. Спочатку хроматограми розвивали 

у рухомій фазі хлороформ для відокремлення домі­

шок від препарату (домішки переважно мігрували з 

фронтом розчинника до лінії фінішу, а досліджува­

ний антидепресант залишався на лінії старту). Хро-

матограму, яка містила пробу для елюювання вен­

лафаксину, розвивали в рухомій фазі метанол - 25 % 

розчин амонію гідроксиду (100 :1,5) . Другу хромато 

граму розвивали в рухомій фазі толуен - ацетон - ета­

нол - 25 % розчин амонію гідроксиду ( 4 5 : 4 5 : 7,5 :2,5). 

Детектували венлафаксин розчином підкисленого йодо-

платинату, спостерігаючи синьо-фіолетове забарвлен­

ня плям. Пробу біологічного екстракту для елююван­

ня проявником не обробляли. З непроявленої смуги 

хроматограми препарат двічі елюювали метанолом 

(по 2 мл кожного разу). 

Дослідження елюатів методом УФ-спектрофо­
тометрії. УФ-спектри елюатів, що містили венлафаксин, 

досліджували у діапазоні довжин хвиль 200 -350 нм 

у кюветі з товщиною шару 10 мм. Кількісне визначен­

ня венлафаксину в елюатах проводили УФ-спектро-

фотометричним методом при довжині хвилі 277 нм 

за методикою, описаною в роботі [4]. Як розчин по­

рівняння використовували елюат «холостого» досліду. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 
Для аналізу венлафаксину, виділеного з крові ме­

тодом ТШХ, нами було використано рухому фазу ме­

танол - 25 % розчин амонію гідроксиду (100 : 1,5), 

рекомендовану T I A F T для загального ТШХ-скринін-

гу лікарських речовин [10], а також рухому фазу то­

луен - ацетон - етанол - 25 % розчин амонію гідро­

ксиду (45 : 4 5 : 7,5 : 2,5), яка також широко викори­

стовується у вітчизняній практиці судово-токсико­

логічних досліджень [5]. 

Плями венлафаксину, виділеного з крові, та вен­

лафаксину в модельному розчині за величинами Rf 

співпадали та складали у рухомій фазі метанол - 25 % 

розчин амонію гідроксиду (100 :1,5) 0,65 ± 0,03, у ру­

хомій фазі толуен - ацетон - етанол - 2 5 % розчин 

амонію гідроксиду (45 : 45 : 7,5 : 2,5) - 0,71 ± 0,05 (се­

редні з п'яти визначень). Витяжки з «холостих» до­

слідів не давали плям із вказаними значеннями Rf. 

Чутливість підкисленого йодоплатинатуяк проявника 

венлафаксину становила 2,0 мкг в пробі. Попередньо 

було встановлено, що ступінь елюювання венлафакси­

ну метанолом з хроматографічної пластинки скла­

дав 98,2 ± 1,0 %. 

УФ-спектри світлопоглинання венлафаксину, ви­

діленого з крові, та венлафаксину в модельному роз­

чині в метанолі (концентрація 5-Ю"5 моль/л) співпа­

дали та мали три смуги поглинання при довжинах 

хвиль 226 ± 2 (А\ = 339,0), 277 ± 2 (А\ = 43,8) та 284± 

± 2 нм (А\ = 37,0). УФ-спектр елюату, отриманого у 

«холостому» досліді, максимумів світлопоглинання 

при вказаних довжинах хвиль не мав. 

Кількісне визначення венлафаксину в елюатах про­

водили з використанням градуювального графіка, який 

описувався рівнянням: Y= [0,00370 ± 2,5-W5)X[4]. Ме­

тодика характеризувалась діапазоном лінійності в 

межах концентрацій венлафаксину 10,8-275 мкг/мл. 

Значення LOD та LOQ були розраховані на основі па­

раметрів градуювальної прямої (стандартного відхи­

лення вільного члена ( S J та її тангенсу нахилу (Ь ) ) і 

становили, відповідно, 3,6 мкг/мл та 10,8 мкг/мл. Та­

ким чином, УФ-спектрофотометрична методика кіль­

кісного визначення венлафаксину характеризуєть­

ся достатньою чутливістю та діапазоном лінійності 

відносно очікуваних фатальних концентрацій анти­

депресанту в крові. 

Нами було проведено оцінку впливу ендогенних 

компонентів досліджуваної біологічної матриці на ре­

зультати кількісного визначення. Для цього були роз-

[41] 
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раховані межі виявлення та кількісного визначення 

венлафаксину в екстрактах з крові на основі значень 

світлопоглинання «холостих» дослідів при = 277 нм 

згідно з рівняннями [19]: LOD = Хтіп + 3S та LOQ = Хтіп + 

+ 10S, де: Хтіп - межа виявлення відносно концентра­

ції аналіту, при цьому Хтіп = YmJb, де Ymin - межа ви­

явлення відносно величини аналітичного сигналу, 

тобто - світлопоглинання « холостого » досліду; b -

коефіцієнт інструментальної чутливості методики, 

який дорівнює тангенсу кута нахилу прямолінійної 

ділянки градуювальної прямої Y= ЬХ+а; S - стандартне 

відхилення. Світлопоглинання елюатів, отриманих у 

«холостих» дослідах, складало 0 ,011 ± 0 ,001 {п = 5, 

RSD = 9,1 %, є = 11,3). Розраховані значення LOD та 

LOQ становили 3,9 та 5,7 мкг/мл відповідно, що свід­

чить про відсутність впливу компонентів біологіч­

ної матриці на результати кількісного визначення ан­

тидепресанту в елюатах. Таким чином, розроблена 

методика виділення венлафаксину з крові забезпе­

чує достатній ступінь очистки екстрактів від ендо­

генних компонентів біологічної матриці. 

Методику ізолювання венлафаксину з крові та до­

даткової екстракційної очистки отриманих екстрак­

тів було оптимізовано на основі попереднього вивчен­

ня ступеня екстракції венлафаксину з водних розчи­

нів у залежності від рН водного середовища та при­

роди органічного розчинника. Отримані дані пока­

зали, що оптимальним екстрагентом антидепресан­

ту з водного середовища був хлороформ, максималь­

ний ступінь екстракції (45-49 %) спостерігали при 

рН 7-8. Найменша кількість досліджуваної речовини 

(0,3-0,5 %) екстрагувалась гексаном та діетиловим 

етером з кислого середовища при рН 1. 

Ступінь ізолювання венлафаксину з крові за на­

веденою методикою становив 36 ± 3 % (табл.) . 

Слід відзначити, що венлафаксин характеризу­

ється відносно невисоким ступенем зв'язуванням з 

білками плазми (Fb = 30 %) [8]. Таким чином, зменшен­

ня ефективності процедури пробопідготовки віднос­

но ступеня екстракції венлафаксину обраними орга­

нічними розчинниками у відповідних умовах, ймовір­

но, обумовлено зв'язуванням венлафаксину з еритро­

цитами крові на фоні невисокого ступеня зв'язуван­

ня венлафаксину з білками плазми [9]. 

ВИСНОВКИ 
1. Досліджена можливість використання рідинно-

рідинної екстракції як методу вилучення венла­

факсину з крові. Методику ізолювання було опти­

мізовано з урахуванням ступеня екстракції вен­

лафаксину з водних розчинів у залежності від рН 

водного середовища та природи органічного роз­

чинника. Розроблена методика дозволила виді­

лити 36±3 % досліджуваного антидепресанту. 

Втрати досліджуваної речовини під час пробо­

підготовки, ймовірно, обумовлені зв'язуванням 

венлафаксину з еритроцитами крові. 

Таблиця 

СТУПІНЬ ІЗОЛЮВАННЯ ВЕНЛАФАКСИНУ З КРОВІ 
ЗА РЕЗУЛЬТАТАМИ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ 

МЕТОДОМ УФ-СПЕКТРОФОТОМЕТРІЇ 

Додано 

венлафаксину до 

10 мл крові, мкг 

Виділено 

венлафаксину, % 

Метролог ічні 

характеристики 

1 0 0 40 Х = 36 

S = 2,6 

RSD = 7,2 % 

S-X=l,2 

дх-з 
г = 9 % 

200 34 

Х = 36 

S = 2,6 

RSD = 7,2 % 

S-X=l,2 

дх-з 
г = 9 % 

3 0 0 38 

Х = 36 

S = 2,6 

RSD = 7,2 % 

S-X=l,2 

дх-з 
г = 9 % 

4 0 0 34 

Х = 36 

S = 2,6 

RSD = 7,2 % 

S-X=l,2 

дх-з 
г = 9 % 5 0 0 35 

Х = 36 

S = 2,6 

RSD = 7,2 % 

S-X=l,2 

дх-з 
г = 9 % 

2. Опрацьовані методики додаткової екстракційної 

та ТШХ-очистки екстрактів від ендогенних ком­

понентів біологічної матриці. Показано, що за­

пропоновані методики забезпечують ефектив­

ну очистку, що робить можливим використання 

УФ-спектрофотометрії для виявлення та кіль­

кісного визначення антидепресанта в крові. 

3. Опрацьовано методику аналізу венлафаксину в 

крові методом тонкошарової хроматографії з ви­

користанням двох рухомих фаз та високочутли­

вого проявника - підкисленого йодоплатинату 

(чутливість 2,0 мкг у пробі). 

4. Показано, що розроблені методики аналізу вен­

лафаксину в крові з використанням методів тон­

кошарової хроматографії та УФ-спектрофотомет­

рії характеризуються достатньою чутливістю від­

носно очікуваних летальних концентрацій зазна­

ченого антидепресанту в крові. 
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Разработана методика изолирования венлафаксина из крови методом жидкостно-жидкост-

ной экстракции хлороформом при рН 7-8. Осаждение форменных элементов крови проводи­

ли 10 % раствором трихлоруксусной кислоты, для удаления соэкстрактивных компонентов 

биологической матрицы использовали экстракционную и ТСХ-очистку. Анализ венлафаксина 

в экстрактах проводили методами ТСХ- и УФ-спектрофотометрии. Эффективность разрабо­

танной методики изолирования составляла 36 ± 3 %. 
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ANALYSIS OF VENLAFAXINE IN BLOOD BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY AND UV SPECTROPHOTOMETRY 
METHODS 

The m e t h o d o f ven la fax ine i s o l a t i on f r om the b l o o d by l i q u i d - l i q u i d ex t rac t i on w i t h c h l o r o f o r m at 

p H 7-8 has been deve loped. The b l ood cel l p rec ip i ta t i on was car r i ed out by 10 % t r i ch loroace t i c ac id 

so lut ion , back extract ion and TLC pur i f i ca t i on was used for r emov ing the coextracted b io log ica l ma­

t r i x components . Ana lys i s of venlafaxine i n the extracts was per fo rmed by TLC and UV spectrophoto­

metry. The eff iciency of the i so la t i on me thod deve loped was 36 ± 3 %. 
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