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РОЗРОБКА УФfСПЕКТРОФОТОМЕТРИЧНОГО 
ТА ЕКСТРАКЦІЙНОfСПЕКТРОФОТОМЕТРИЧНОГО 
МЕТОДІВ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ 
ВЕНЛАФАКСИНУ, ПРИДАТНИХ ДЛЯ ХІМІКОf
ТОКСИКОЛОГІЧНОГО АНАЛІЗУ

Розроблено УФ-спектрофотометричний та екстракційно-спектрофотометричний (з кислотним азо-

барвником – метиловим оранжевим) методи кількісного визначення нового антидепресивного засобу вен-

лафаксину. Визначені такі валідаційні параметри методик, як специфічність відносно співекстрактивних 

речовин з біологічної матриці, діапазон лінійності, межі виявлення та кількісного визначення, правиль-

ність та точність в областях низьких, середніх та високих концентрацій аналіту.
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ВСТУП
Венлафаксин (1-[2-(диметиламіно)-1-(4-метокси-

феніл)етил]циклогексанолу гідрохлорид) – антиде-

пресант з групи селективних інгібіторів зворотньо-

го нейронального захвату серотоніну та норадрена-

ліну (СІЗЗСН). Венлафаксин інгібує також, але мен-

шою мірою зворотнє захоплення допаміну [7]. 

Венлафаксин широко використовується в пси-

хіатричній практиці для лікування великого депре-

сивного розладу, генералізованого тривожного та па-

нічного розладів [3]. У 2007 р. венлафаксин посідав 

шосте місце серед найбільш часто призначуваних ан-

тидепресантів на роздрібному ринку США (17,2 млн 

рецептів) [23].

Венлафаксин має ряд побічних ефектів та усклад-

нень, найсерйознішими з яких є симптоми абстинен-

ції у новонароджених, сексуальна дисфункція, під-

вищення суїцидального ризику [19]. Зафіксовані ви-

падки смертельних отруєнь венлафаксином [9, 11], 

тому розробка методів хіміко-токсикологічного ана-

лізу зазначеного антидепресанта є актуальною за-

дачею.

Опрацьовані методики аналізу венлафаксину в 

плазмі крові за допомогою газорідинної хроматогра-

фії з нітроген-фосфорним [11, 12] та мас-спектромет-

ричним детекторами [13, 18], високоефективної рі-

динної хроматографії з УФ- [17], флюоресцентним 

[8], мас-спектрометричним (МС) та МС-МС- [14, 16] 

детекторами, а також електрокінетичної капілярної 

хроматографії [15]. Вищеперелічені методики харак-

теризуються високою чутливістю та специфічністю, 

але потребують ретельної пробопідготовки та спе-

ціального коштовного обладнання, що робить їх не 

завжди доступними.

Метою нашого дослідження була розробка мето-

дик кількісного визначення венлафаксину за допо-

могою доступних та широко впроваджених у прак-

тику хіміко-токсикологічного аналізу методів [10]: 

УФ-спектрофотометрії та екстракційної спектрофо-

тометрії у видимій області.

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

лафаксину гідрохлорид, було отримано у «Grindex» 

(Рига, Латвія). Реактиви, які були використані, мали 

кваліфікацію не нижче «ЧДА». 

Приготування ацетатного буфера [5].

Виділення венлафаксину з таблеток
Тридцять таблеток венлафаксину гідрохлориду 

подрібнювали у фарфоровій чашці, а потім додава-
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ли 60 мл хлороформу і суміш підігрівали до 30-40 °С. 

Хлороформний розчин фільтрували через паперовий 

фільтр. Залишок у фарфоровій чашці ще раз змішу-

вали з 20 мл хлороформу, а потім фільтрували. Хло-

роформні фракції об’єднували, а органічний розчин-

ник випаровували на водяній бані при 40°С. Отрима-

ний сухий залишок зважували. Випробування на чи-

стоту виділеного препарату було проведено за вста-

новленням температури плавлення, а також за допо-

могою тонкошарової хроматографії та УФ-спектроскопії.

Приготування стандартного розчину (СР) та 
робочих стандартних розчинів (РСР)

Для розробки УФ-спектрофотометричного ме-

тоду СР препарату готували розчиненням 0,14140 г 

венлафаксину гідрохлориду, що в перерахунку від-

повідає 0,12500 г основи венлафаксину, в метано-

лі у мірній колбі об’ємом 25 мл (отримано розчин з 

вмістом 500 мкг/мл основи венлафаксину). Градую-

вальну залежність встановлювали з використанням 

десяти РСР у діапазоні концентрацій 25-275 мкг/мл. 

Для приготування РСР 0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 

4,5; 5,0; 5,5 мл СР венлафаксину вносили до мірних 

колб місткістю 10 мл та доводили об’єми розчинів 

до позначки метанолом; концентрація препарату в 

досліджуваних пробах становила, відповідно, 25; 50; 

100; 125; 150; 175; 200; 225; 250 та 275 мкг/мл. Для 

встановлення правильності та збіжності методики 

готували три модельні розчини з концентрацією вен-

лафаксину 15; 100 та 250 мкг/мл. Для цього 0,3; 2,0 

та 5 мл СР венлафаксину вносили в мірні колби міст-

кістю 10 мл та доводили об’єми розчинів до мітки 

метанолом.

Для розробки екстракційно-спектрофотометрич-

ного методу СР препарату (100 мкг/мл) готували на-

ступним чином: 0,00565 г венлафаксину гідрохло-

риду, що відповідає 0,0050 г основи венлафаксину, 

вносили до мірної колби місткістю 50 мл, розчиня-

ли у хлороформі та доводили об’єм розчину до по-

значки вказаним розчинником. Отримано розчин з 

вмістом 500 мкг/мл основи венлафаксину.

Обладнання
Оптичну густину розчинів в УФ- та видимій об-

ластях спектра вимірювали на спектрофотометрі 

СФ-46 (ЛОМО, СРСР), спектральний діапазон вимі-

рювань від 190 до 1100 нм.

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

Водяна баня LW-4 (Битом, Польща).

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

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

УФ-спектрофотометричне визначення венла-
факсину

УФ-спектри абсорбції венлафаксину в метанолі 

знімали у діапазоні довжин хвиль 200-350 нм у кюве-

ті з товщиною шару 10 мм; як розчин порівняння ви-

користовували метанол. УФ-спектрофотометричне 

визначення венлафаксину проводили при довжині 

хвилі 277 нм. 

Екстракційно-спектрофотометричне визна-
чення венлафаксину

Для встановлення градуювальної залежності у 

ділильну лійку вносили 5,0 мл ацетатного буферно-

го розчину з рН 4,6, 5,0 мл 0,05% розчину метило-

вого оранжевого та по 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 

і 0,8 мл СР венлафаксину (вміст препарату в дослі-

джуваних пробах становив, відповідно, 10; 20; 30; 40; 

50; 60; 70 та 80 мкг у пробі). В усіх випадках об’єм 

хлороформу доводили до 1 мл. До отриманої суміші 

додавали 15 мл хлороформу. Суміш у ділильній лійці 

струшували протягом 10 хв за допомогою механічно-

го струшувача і залишали на 10 хв для розділення 

шарів. Збирали 14 мл хлороформного шару, відкидаючи 

першу порцію (близько 1 мл), і додавали до нього 2 мл 

1% розчину кислоти сульфатної в абсолютному ета-

нолі. Одержану суміш ретельно перемішували та ви-

значали оптичну густину на спектрофотометрі СФ-46 

при λmax= 540 нм, використовуючи кювету з товщи-

ною шару рідини 10 мм. Як розчин порівняння засто-

совували хлороформ. Величину рН буферного розчи-

ну контролювали за допомогою рН-метра.

Для встановлення правильності та збіжності ме-

тодики екстракційно-спектрофотометричного визна-

чення у ділильну лійку вносили 5,0 мл ацетатного 

буферного розчину з рН 4,6, 5,0 мл 0,05% розчину 

метилового оранжевого та по 0,05; 0,4 та 0,8 мл СР 

венлафаксину (вміст препарату в досліджуваних про-

бах становив, відповідно, 5; 40 та 80 мкг у пробі). Далі 

для встановлення градуювальної залежності чини-

ли так, як описано вище.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
УФ-спектрофотометричний метод кількісно-

го визначення
УФ-спектр абсорбції венлафаксину в метанолі мав 

три смуги поглинання при довжинах хвиль 226±2 (А1
1=

339,0), 277±2 (А1
1=43,8) та 284±2 нм (А1

1=37,0) (рис.).

Специфічність методики

Модельними дослідами з біологічною матрицею 

(свиняча печінка [21]) було показано, що біологічні 

екстракти, отримані в «холостих» дослідах за мето-

дом Васильєвої та очищені від ендогенних домішок 

за допомогою екстракції та ТШХ, демонструють не-

специфічне поглинання в УФ-області спектра, яке є 

більш інтенсивним у діапазоні довжин хвиль 210-

260 нм та стає менш інтенсивним у довгохвильовій 

області УФ-спектра. Так, значення оптичної густини 

зазначених екстрактів з «холостих» дослідів при λmax=

277 нм (відповідає максимуму світлопоглинання вен-

лафаксину) були в діапазоні 0,017-0,025 (n=5). Тому 

методику кількісного визначення венлафаксину було 

розроблено для λmax=277 нм.

Діапазон лінійності, межа виявлення та кіль-

кісного визначення

Отримані значення оптичних густин для десяти 

РСР були оброблені методом лінійної регресії, загаль-
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ний вигляд якої описується рівнянням виду: Y = bX + a. 

Після перевірки значущості параметра а в отрима-

ному рівнянні [1] було зроблено висновок про мож-

ливість переходу до рівняння виду у = b’X. Таким чи-

ном, градуювальна залежність описувалась рівнян-

ням: Y = (0,00370 ± 2,5∙10-5)X. Лінійність спостерігали в 

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

Значення LOD та LOQ становили, відповідно, 3,6 мкг/мл 

та 10,8 мкг/мл. Вони були розраховані з величини 

стандартного відхилення вільного члена а в рівнян-

ні градуювальної залежності (Sа) згідно з відповід-

ними рівняннями: LOD = 3,3Sа
2/b та LOQ = 10Sа

2/b [2]. 

Результати наведені в табл. 1.

Було розраховано межу виявлення та межу кіль-

кісного визначення венлафаксину в екстрактах з біо-

логічної матриці, отриманих як вказано вище, на осно-

ві значень оптичної густини відповідних «холостих» 

дослідів при λmax=277 нм згідно з рівняннями [22]: 

LOD = Xmin + 3S та LOQ = Xmin + 10S, де Xmin – межа ви-

явлення відносно концентрації аналіту, при цьому 

Xmin = Ymin/b, де: Ymin – межа виявлення відносно вели-

чини аналітичного сигналу (у нашому випадку – це 

оптична густина екстрактів з «холостих» дослідів, 

n=5); b – коефіцієнт інструментальної чутливості, який 

дорівнює тангенсу кута нахилу прямолінійної ділян-

ки градуювальної прямої Y=bX+a [6]; S – стандартне 

відхилення для Xmin. Розраховані значення LOD та LOQ 

складали 7,9 та 13,8 мкг/мл відповідно. Таким чином, 

розроблені методики характеризуються достатньою 

чутливістю та діапазоном лінійності відносно очі-

куваних концентрацій венлафаксину в біологічній 

матриці у випадках летальних отруєнь (табл. 1).

Правильність і точність

Для встановлення правильності та точності роз-

робленої методики (точність ми характеризували ве-

личиною збіжності) ми виміряли оптичну густину 

модельних розчинів венлафаксину в метанолі в об-

ластях низьких (15 мкг/мл), середніх (100 мкг/мл) 

Рис. УФ-спектр світлопоглинання венлафаксину в метанолі 

(1 – концентрація 5·10-5 моль/л; 2 – концентрація 5∙10-4 моль/л).

Таблиця 1

ПАРАМЕТРИ ГРАДУЮВАЛЬНОЇ ЗАЛЕЖНОСТІ Y = bX + a WY = b’XZ, КОЕФІЦІЄНТ КОРЕЛЯЦІЇ, LOQ, 
ДІАПАЗОН ЛІНІЙНОСТІ МЕТОДИК КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ ВЕНЛАФАКСИНУ ЗА ДОПОМОГОЮ 

УФfСПЕКТРОФОТОМЕТРІЇ ТА ЕКСТРАКЦІЙНОЇ СПЕКТРОФОТОМЕТРІЇ І РІВЕНЬ СМЕРТЕЛЬНИХ 
КОНЦЕНТРАЦІЙ ВЕНЛАФАКСИНУ В БІОЛОГІЧНИХ МАТРИЦЯХ

b’ (b)

(Sb’  (Sb), 

Δb’ (Δb))

a

(Sa,

Δa)

So
2 r

LOQ,
мкг/мл

Діапазон

лінійності 

методики

Смертельні 

концентрації венлафаксину, 

мг/л (мг/кг) [11]

УФ-спектрофотометрія

41-89  (кров),

11 (сеча),

21-430 (печінка),

543 (мозок), 

420 (нирки)

0,00370

(1,2·10-5,

2,5·10-5)

0,005

(0,004,

0,009)

8,6·10-5 0,999 10,8 10,8-300

Екстракційна спектрофотометрія

0,0180

(0,00012,

2,6·10-4)

-0,08

(0,00625,

0,01)

1,6·10-4 0,999 3,5 3,5-80,0
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та високих концентрацій (250 мкг/мл). Отримані ре-

зультати наведені в табл. 2. 

Правильність розробленої методики складала 

101,7 % в області низьких концентрацій та 99,7-99,8 % 

в областях середніх та високих концентрацій. Збіж-

ність було охарактеризовано величинами %RSD. Вона 

складала 4,1 % в області низьких концентрацій та 

0,9-1,0 % в областях середніх та високих концентра-

цій. Таким чином, розроблений метод характеризу-

ється достатньою правильністю та точністю [20].

Екстракційно-спектрофотометричний метод 
кількісного визначення

Для розробки методики екстракційно-спектро-

фотометричного визначення венлафаксину поперед-

ньо нами було встановлено, що кислотний азобарв-

ник – метиловий оранжевий (0,05% водний розчин) 

утворював з венлафаксином у середовищі ацетатно-

го буферного розчину з рН 4,6 іонний асоціат, який 

екстрагувався хлороформом. Забарвлення розчинів 

іонних асоціатів (жовтий колір) виявилося малоін-

тенсивним, тому для підсилення чутливості методу 

утворені іонні асоціати руйнували додаванням до 

вказаних хлороформних розчинів 1% розчину кис-

лоти сульфатної в абсолютному етанолі. При цьому 

одержували забарвлені в червоний колір розчини, 

що мали значно вищу оптичну густину.

Були визначені також оптимальні умови прове-

дення екстракційно-спектрофотометричного визна-

чення [4]: об’єми розчину метилового оранжевого, 

ацетатного буферного розчину та хлороформу, кіль-

кість екстракцій іонного асоціату відповідним орга-

нічним розчинником, а також оптимальне значення 

рН буферного розчину, для чого нами було виготов-

лено ряд ацетатних буферних розчинів з рН від 3,0 

до 8,0 [5]. 

Діапазон лінійності, межа виявлення та кіль-

кісного визначення

Отримані значення оптичних густин для  вось-

ми проб венлафаксину з різним вмістом препарату 

було оброблено методом лінійної регресії. Після пе-

ревірки значущості параметра а в отриманому рів-

нянні [1] було зроблено висновок про неможливість 

переходу до рівняння виду у = b’X. Таким чином, 

градуювальна залежність описувалась рівнянням: 

Y = (0,0180 ± 2,6∙10-4)X-(0,08 ± 0,01). Лінійність спосте-

рігали в межах концентрацій венлафаксину 3,5-80 мкг 

Таблиця 2

ПРАВИЛЬНІСТЬ І ТОЧНІСТЬ

Взято модельного розчину 

венлафаксину, мкг/мл

Знайдено 

венлафаксину, %

Правильність,

%Х

Точність

%RSD ΔХ %ε

УФ-спектрофотометрія

15,0

98,9

101,3

108,1

102,7

97,3

101,7 4,1 5,3 5,2

100,0

100,8

98,7

99,5

100,0

100,2

99,8 0,9 1,4 1,4

300,0

99,1

100,2

98,6

100,7

99,9

99,7 1,0 1,5 1,5

Екстракційна спектрофотометрія

5,0

104,1

98,3

96,0

104,4

99,8

99,1 5,2 6,1 6,5

40,0

103,2

99,3

101,2

101,7

96,9

100,5 2,4 3,1 3,0

80,0

104,1

99,2

99,8

98,0

100,6

100,3 2,3 2,8 2,8
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у пробі. Значення LOQ становило 3,5 мкг у пробі. Воно 

було розраховане з величини стандартного відхи-

лення вільного члена а в рівнянні градуювальної за-

лежності (Sа), як описано вище. Результати наведені 

в табл. 1.

Було розраховано межу кількісного визначення 

венлафаксину в екстрактах з біологічної матриці на 

основі значень оптичної густини «холостих» дослідів 

як описано вище для УФ-спектрофотометричного ви-

значення. Розраховане значення LOQ становило 17,2 мкг 

у пробі. При цьому значення оптичної густини екс-

трактів з «холостих» дослідів, отриманих за методом 

Васильєвої та підданих екстракційній очистці, були 

в діапазоні 0,088-0,126 (n=5). Таким чином, розроб-

лені методики характеризуються достатньою чутли-

вістю та діапазоном лінійності відносно очікуваних 

концентрацій венлафаксину в біологічній матриці у 

випадках летальних отруєнь (табл. 1).

Правильність і точність

Для встановлення правильності і точності нами 

було виміряно оптичну густину модельних розчи-

нів венлафаксину в хлороформі в областях низьких 

(5,0 мкг), середніх (40 мкг) та високих концентрацій 

(80 мкг). Отримані результати наведені в табл. 2. 

Правильність розробленої методики складала 99,1 % 

в області низьких концентрацій та 100,3-100,5 % в 

областях середніх та високих концентрацій. Точність 

було виражено величиною збіжності (%RSD). Вона 

складала 5,2 % в області низьких концентрацій та 

2,3-2,4 % в областях середніх та високих концентра-

цій. Таким чином, розроблений метод характеризу-

ється достатньою правильністю та точністю [20].

ВИСНОВКИ
Розроблені методики УФ-спектрофотометрично-

го та екстракційно-спектрофотометричного (за ре-

акцією з метиловим оранжевим) кількісного визна-

чення венлафаксину. Визначені такі валідаційні па-

раметри методик, як специфічність відносно співекс-

трактивних речовин біологічної матриці, діапазони 

лінійності, межі визначення та кількісного виявлен-

ня, правильність і точність в областях низьких, се-

редніх та високих концентрацій аналіту. Показано, 

що розроблені методики характеризуються достат-

ньою чутливістю та діапазоном лінійності відносно 

очікуваних концентрацій венлафаксину в біологіч-

ній матриці у випадках летальних отруєнь.
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ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

Разработаны УФ-спектрофотометрический и экстракционно-спектрофотометрический (с кислот-

ным азокрасителем метиловым оранжевым) методы количественного определения нового 

антидепрессантного средства венлафаксина. Определены такие валидационные параметры 

методик, как специфичность по отношению к соэкстрактивным веществам биологической 

матрицы, диапазон линейности, пределы обнаружения и количественного определения, пра-

вильность и точность в областях низких, средних и высоких концентраций аналита.
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DEVELOPMENT OF UVfSPECTROPHOTOMETRIC AND EXTRACTIONfSPECTROPHOTOMETRIC METHODS OF 
QUANTITATIVE DETERMINATION OF VENLAFAXINE SUITABLE FOR THE CHEMICAL AND TOXICOLOGICAL 
ANALYSIS

The UV-spectrophotometric and extraction-spectrophotometric (with methyl orange, an acidic azo 

dye) methods of quantitative determination of venlafaxine, a new antidepressant, have been deve-

loped. Such validation parameters of the methods developed as speci�icity regarding the co-eluting 

matrix components, assay linearity, limits of detection and quanti�ication, accuracy and precision at 

low, middle and high concentration ranges of the analyte have been determined.
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