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В отличие от психостимуляторов, тра- 
диционно назначаемых при СДВГ, 
атомоксетин не является наркотичес- 
ким средством и не обладает прису-
щим им потенциалом злоупотребле- 
ния. В клинических испытаниях было 
показано, что атомоксетин способен 
обеспечивать устойчивый кругло- 
суточный контроль симптомов СДВГ 
как у взрослых, так и у детей.

РАЗРАБОТКА БИОАНАЛИТИЧЕСКОЙ 
МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АТОМОКСЕТИНА

МЕТОДОМ ВЭЖХ

МРНТИ: 76.31.35 

ТОМАРОВСКАЯ Л.ю.1, БАюРКА С.В.1, КАРПУШИНА С.В.1,
1Национальный фармацевтический университет, г. Харьков, Украина

АННОТАЦИЯ
Разработаны методики определения атомоксетина в 
крови и моче методом ВЭЖХ с мультиволновым спек-
трофотометрическим детектированием при длине вол-
ны 270 нм. Изолирование препарата из биологичес- 
ких жидкостей проводили экстракцией хлороформом 
при рН 11-12 в присутствии сульфата аммония в ка-
честве высаливателя. Пробоподготовка дополнитель-
но включала экстракционную и ТСХ-очистку. Формен-
ные элементы крови осаждали трихлоруксусной кис-
лотой. Степень изолирования атомоксетина из мо-
дельных проб биологических жидкостей, содержащих 
от 50 до 200 мкг атомоксетина, составила для крови 
32,7±2,7% препарата, для мочи – 68,2±3,2% указан-
ного антидепрессанта.

Ключевые слова: атомоксетин, биологические 
жидкости, экстракция, ВЭЖХ.

Атомоксетин ((3R)-N-метил-3-(2-метилфенокси)-3-
фенилпропана-1-амина гидрохлорид) является пер-
вым препаратом, не относящимся к группе психости-

муляторов, который был одобрен FDA (Food and Drug 
Administration, США) для лечения синдрома дефици-
та внимания с гиперактивностью у детей и взрослых 
[1]. В отличие от традиционных психостимуляторов, 
атомоксетину не присущ потенциал к развитию зло- 
употребления. Атомоксетин может вызывать широкий 
спектр побочных эффектов [2,3], в частности, появле-
ние суицидальных мыслей является наиболее серьез-
ным осложнением. [4]

АКТУАЛЬНОСТЬ
Зарегистрированы случаи хронических отравлений, 
а также острых и летальных передозировок атомо- 
ксетином [4,5,6]. По данным литературы, посмертные 
концентрации aтомоксетина в биологических жид- 
костях организма составляли: артериальной крови – 
от 0,1 до 8,3 мг/л, крови бедренной артерии – от 0,33 
до 5,4 мг/л, мочи – 0,1 мг/л. [5,6]

Для атомоксетина разработаны биоаналитические 
методики определения в плазме методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии со спектрофо-
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тометрическим детектированием в УФ-области спек-
тра (ВЭЖХ-УФД) [7,8] и масс-спектрометрическим де-
тектированием [9]. Последний метод анализа не всег-
да доступен и требует дорогостоящего оборудования. 
При определении атомоксетина в плазме крови мето-
дом ВЭЖХ-УФД, проведенном для фармакокинетичес- 
ких исследований, лекарственное вещество детекти-
ровали при длине волны 210 нм [7,8]. Детектирова-
ние вблизи коротковолновой границы УФ-спектра мо-
жет снизить селективность метода в отношении со-
экстрактивных компонентов биологической матрицы 
при анализе объектов, поступающих на судебно-ток-
сикологическое исследование.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Разработка методики определения атомоксетина в 
крови и моче методом ВЭЖХ с мультиволновым УФД 
для целей судебной токсикологии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании использовали модельные пробы кро-
ви и мочи, которые содержали исследуемый антиде-
прессант. Для этого к 20 мл мочи человека и 10 мл до-
норской крови прибавляли по 1 мл водного раствора 
атомоксетина гидрохлорида, содержащего 50, 100 и 
200 мкг атомоксетина-основания. Смесь оставляли на 
24 часа. Параллельно ставились «холостые» опыты.

Методика изолирования атомоксетина из кро-
ви. К модельной пробе крови прибавляли 10 мл 10% 
раствора трихлоруксусной кислоты, перемешивали. 
Смесь центрифугировали в течение 15 мин со скоро-
стью 3000 об/мин. Центрифугат сливали и экстрагиро-
вали биологические примеси 14 мл диэтилового эфи-
ра (дважды, по 7 мл). Фазу органического раствори-
теля отбрасывали, водную фазу подщелачивали 20% 
раствором гидроксида натрия до рН 11-12, насыщали 
ее сульфатом аммония, затем дважды экстрагирова-
ли атомоксетином хлороформом по 5 мл каждый раз. 
Полученные экстракты фильтровали через бумажный 
фильтр с 0,5 г безводного сульфата натрия, упарива-
ли до минимального объема (0,05 мл) и наносили по-
лосой на линию старта хроматографической пласти-
ны для проведения ТСХ-очистки.

Методика изолирования атомоксетина из мочи. 
Модельные пробы мочи подкисляли до pH 1-2 с помо-
щью 0,1 М раствора соляной кислоты и экстрагирова-
ли биологические примеси 20 мл диэтилового эфира 
(дважды, по 10 мл). Фазу органического растворителя 
отбрасывали, водную фазу подщелачивали 20% рас-
твором гидроксида натрия до рН 11-12, насыщали вод- 
ный раствор сульфатом аммония, дважды экстраги-
ровали атомоксетином хлороформом по 10 мл каж-
дый раз. Далее поступали так, как при изолировании 
препарата из крови. 

Для очистки экстрактов методом ТСХ использо-
вали две подвижные фазы последовательно: хлоро-
форм и этилацетат – метанол – 25% раствор аммо-

ния гидроксида (85:10:5). Хроматографирование про-
водили в присутствии стандартного раствора препара-
та. С непроявленной полосы хроматограммы атомо- 
ксетин (Rf=0,74 на пластинах Sorbfil) элюировали 4 мл 
метанола. Полученный элюат упаривали досуха, су-
хой остаток растворяли в 1 мл метанола.

Идентификацию и количественное определение 
атомоксетина в элюатах проводили методом ВЭЖХ с 
мультиволновым УФД. Использовали микроколоноч-
ный жидкостный хроматограф «Милихром А-02» (ЗАО 
«Эконова», Россия). 

Условия хроматографирования: 
• колонка размером 2х75 мм с обращенной фазой 

С18 (ProntoSIL-120-5-C18 AQ); 
• элюент 0,2 М перхлорат лития+0,005 М перхлор-

ная кислота – ацетонитрил (1:1), изократический ре-
жим элюирования; 

• скорость подачи подвижной фазы – 100 мкл/мин; 
• температура термостата колонки – 40º С; 
• объем вводимой пробы – 5 мкл. 
Детектирование проводили при 7-ми длинах волн: 

210, 220, 230, 250, 260, 270, 280 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Идентифицировали атомоксетин в экстрактах по вре-
мени удерживания (tR) и спектральным характеристи-
кам (R=Sλ/S210). Значения tR и R атомоксетина, выде-
ленного из биологических жидкостей, совпадали с 
соответствующими параметрами препарата в стан-
дартном растворе (рисунок): tR=4,4±0,1 мин (n=3, 
RSD=1,34 %). Значения R приведены в таблице 1. 

Рисунок – Хроматограмма стандартного раствора ато-
моксетина (100 мкг/мл)

Количественное определение проводили при 
λ=270 нм соответстветствующей области максималь-
ного специфического светопоглощения атомоксети-
на в метаноле. Концентрацию препарата в экстрак-
тах рассчитывали по уравнению градуировочного гра-
фика, представляющего зависимость площади хро-
матографического пика (y) от концентрации (x, мкг/
мл): y=(5,24•10-5±4•10-7)•x(r=0,999; S2=1,0•10-7). Мето-
дика количественного определения линейна в преде-

стандартном растворе (рисунок): tR=4,4±0,1 мин (n=3, RSD=1,34 %). Значения R 
приведены в таблице 1.  
 

 
Рисунок – Хроматограмма стандартного раствора атомоксетина (100 мкг/мл) 
 
 
 
 
 
 
Таблица 1 – Спектральные отношения (R=Sλ/S210) для атомоксетина 

λ, нм 220 230 250 260 270 280 
R=Sλ/S210 0,619 0,253 0,027 0,058 0,124 0,098 
RSD, % 

X (P=95 %, ν=2) 
0,82 

0,008 
0,91 

0,004 
3,28 

0,001 
2,94 
0,003 

2,10 
0,004 

2,14 
0,004 

 
 

Количественное определение проводили при λ=270 нм соответстветствующей 
области максимального специфического светопоглощения атомоксетина в метаноле. 
Концентрацию препарата в экстрактах рассчитывали по уравнению градуировочного 
графика, представляющего зависимость площади хроматографического пика (y) от 
концентрации (x, мкг/мл): y=(5,24•10-5 ± 4•10-7)•x(r=0,999; S2=1,0•10-7). Методика 
количественного определения линейна в пределах 10-1000 мкг/мл, значения LOD 
(S/N=3) и LOQ (S/N=10) составили 3 мкг/мл и 10 мкг/мл соответственно.  

На основании полученных нами экспериментальных данных о степени 
экстракции препарата из водных растворов в зависимости от природы органического 
растворителя, рН водной фазы и присутствия высаливателе методики изолирования 
атомоксетина из биологических жидкостей были оптимизированы. 

Экстракция атомоксетина рядом наиболее часто используемых для целей 
пробоподготовки органических растворителей (хлороформ, тетрахлорметан, 
метиленхлорид, гексан, диэтиловый эфир, этилацетат и другие) оказалась 
малоэффективной. Максимальное значение степени экстракции было получено для 
хлороформа при рН 12 при насыщении водной фазы сульфатом аммония (88,9%). В 
минимальных количествах (0,2%) атомоксетин экстрагировался диэтиловым эфиром 
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лах 10-1000 мкг/мл, значения LOD (S/N=3) и LOQ (S/N 
=10) составили 3 мкг/мл и 10 мкг/мл соответственно. 

На основании полученных нами эксперименталь-
ных данных о степени экстракции препарата из вод- 
ных растворов в зависимости от природы органи-
ческого растворителя, рН водной фазы и присут-
ствия высалевателя методики изолирования ато-
моксетина из биологических жидкостей были оп-
тимизированы.

Экстракция атомоксетина рядом наиболее часто 
используемых для целей пробоподготовки органичес- 
ких растворителей (хлороформ, тетрахлорметан, ме-

тиленхлорид, гексан, диэтиловый эфир, этилацетат и 
другие) оказалась малоэффективной. Максимальное 
значение степени экстракции было получено для хло-
роформа при рН 12 при насыщении водной фазы суль-
фатом аммония (88,9%). В минимальных количествах 
(0,2%) атомоксетин экстрагировался диэтиловым эфи-
ром при рН 1-2, что позволило использовать данный 
растворитель для экстракционной очистки.

Таким образом, с помощью разработанной методи-
ки пробоподготовки из крови было выделено 32,7±2,7% 
(RSD=13,2%) атомоксетина, из мочи – 68,2±3,2% 
(RSD=7,5%) препарата (таблицы 2,3).

Таблица 1 – Спектральные отношения (R=Sλ/S210) для атомоксетина

λ, НМ 220 230 250 260 270 280
R=Sλ/S210 0,619 0,253 0,027 0,058 0,124 0,098
RSD, %
∆X(P=95 %, ν=2)

0,82
0,008

0,91
0,004

3,28
0,001

2,94
0,003

2,10
0,004

2,14
0,004

ВЫВОДЫ
Разработаны методики определения атомоксетина в 
биологических жидкостях методом ВЭЖХ с мульти-
волновым УФД после пробоподготовки на основе жид-
костно-жидкостной экстракции, позволяющие выде-
лить из плазмы крови 32,7±2,7% препарата, из мочи 
– 68,2±3,2% указанного антидепрессанта. 

sUmmArY
tomAroVsKA L.YU.1, BAIUrKA s.V.1, 

KArpUsHYNA s.A.1,
1National University of Pharmacy, Kharkov c., Ukraine

Таблица 2 – Результаты количественного определения атомоксетина, выделенного из крови, методом ВЭЖХ

Прибавлено атомоксетина 
к 10 мл крови, мкг

Выделено атомоксетина, % Метрологические 
характеристикиX(n=3) rsd, %

50

100

200

30,0

31,2

37,1

13,2

10,1

6,4

X=32,7
S=4,316
RSD=13,2%
SX=1,433
∆X=2,7
ε=8,2%

Таблица 3 – Результаты количественного определения атомоксетина, выделенного из мочи, методом ВЭЖХ

Прибавлено атомоксетина 
к 20 мл мочи, мкг

Выделено атомоксетина, % Метрологические 
характеристикиX(n=3) rsd, %

50

100

200

67,6

66,4

68,9

10,5

7,3

6,3

X=68,2
S=5,144
RSD=7,5%
SX=1,714
∆X=2,7
ε=4,7%

dEVELopmENt of 
A BIoANALYtIC mEtHod 
for dEtErmINAtIoN of 

AtomoXEtINE UsINg HpLC
The methods for determination of atomoxetine in blood 
and urine using HPLC with multiwave spectrophotomet-
ric detection at a wavelength of 270 nm have been deve- 
loped. The drug was extracted from the biological fluids 
with chloroform at рН of 11-12 in the presence of ammo-
nium sulphate as a salting-out agent. Sample prepara-
tion additionally included back-extraction step and puri-
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fication using TLC. Blood cells were precipitated with tri-
chloroacetic acid. Recovery of the methods of isolation 
of atomoxetine from the model samples of the biological 
fluids containing from 50 to 200 µg of atomoxetine was 

32.7±2.7% of the drug for blood, 68.2±3.2% of the anti-
depressant being studied for urine.

Keywords: atomoxetine, biological fluids, extraction, 
HPLC, bioanalytic method.
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БЕЗОПАСНОСТЬ ЛЕКАРСТВ
Почему антибиотики теряют эффективность?

Люди приобретают в магазинах товары с антибиотиками в надежде избавиться от вездесущих мик- 
робов. Однако, согласно результатам нового исследования, проведенного в Вашингтонском уни- 
верситете в Сент-Луисе, США, многие химические соединения не только не убивают микробов, 
но и делают их более устойчивыми к антибиотикотерапии.

Исследование, результаты которого опубликованы в Antimicrobial Agents & Chemotherapy, по-
казывает, что использование триклозана может непреднамеренно обусловливать развитие резис- 
тентности бактерий даже к смертельным концентрациям антибиотиков, включая те препараты, 
которые обычно используют для лечения инфекции мочевыводящих путей.

Триклозан является активным ингредиентом, отвечающим за антибактериальные свойства мно- 
гих потребительских товаров, включая зубную пасту, жидкость для полоскания рта, одежду, дет-
ские игрушки и даже кредитные карты.

«Высокие дозы триклозана добавляют в продукты с целью эффективного уничтожения бакте-
риальных клеток», – отметила профессор биологии Петра ЛЕВИН (Petra Levin).

В 2017 г. FDA согласилось с угрозой применения триклозана, разработав соответствующие ру-
ководящие принципы для производителей. Однако многие компании до сих пор продолжают иг-
норировать данные заключения. Более того, П. Левин подчеркнула: «Триклозан очень стабилен. 
Он надолго задерживается в организме и окружающей среде».

П. Левин и ее коллеги установили, что триклозан воздействует на ингибиторы роста клеток, 
а именно на молекулу ppGpp. В результате данного процесса клетки становятся менее чувстви-
тельными к антибиотикам.

После того как триклозан воздействовал на молекулу ppGpp, она закрывала пути биосинтеза 
в бактериальной клетке, что не дает антибиотикам эффективно с ней бороться. Дело в том, что 
механизм действия многих антибактериальных препаратов нацелен именно на специфические 
пути биосинтеза в клетке. Например, ампициллин работает с ферментами, которые обра-
зуют клеточную стенку бактерий, а ципрофлоксацин – на синтез ее ДНК. Когда эти пу-
ти закрыты, бактерицидные антибиотики малоэффективны. Для подтверждения полу-
ченных данных планируется проведение дополнительных клинических исследований. 
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