
1. Introduction

Verapamil is a known cal cium chan nel blocker,
a de riv a tive of phenylalkylamine and used in clin i cal
prac tice for treat ment of car dio vas cu lar sys tem dis -
eases, es pe cially in con trol ling ar te rial hy per ten sion,
an gina pectoris and supraventricular arrhythmias [9].
It is avail able as a racemic mix ture in both im me di ate
and sus tained re lease prep a ra tions. The stereoselective 
prop er ties of verapamil, de ter mined by an asym met ric
cen tre within its mo lec u lar struc ture, in di cate the ex is -
tence of two en an tio mers of verapamil, which dif fer in
their pharmacodynamics and pharmacokinetics. S(–)-
and R(+)-verapamil be long to a cat e gory of chiral

drugs that have qual i ta tively sim i lar, but quan ti ta tively 
dif fer ent, ac tiv ity [7]. The neg a tive dromotropic ef fect
is up to 20 times more po tent for S-verapamil than
R-verapamil. Both en an tio mers of verapamil are me -
tabo lised by the same en zymes, mainly CYP3A4,
CYP1A2 and CYP2C, but at dif fer ent rates. S-vera -
pamil is pref er en tially me tabo lised. Se rum lev els of
the S-en an tio mer are al ways lower than those of the
less ac tive R-en an tio mer. Af ter in tra ve nous ad min is -
tra tion, the R to S se rum con cen tra tion ra tio is around
2 and in creases to 5 af ter oral ad min is tra tion, which is
caused by an ex ten sive stereoselective presystemic
first-pass me tab o lism. As a con se quence, oral bio -
availabilities of R-verapamil and S-verapamil are
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around 50% and 20% re spec tively [3, 6]. In ad di tion,
the ap par ent oral clear ance of S-verapamil is al most
five times higher than R-verapamil [4]. The phar -
macokinetic dis po si tion of verapamil en an tio mers has
more of ten been stud ied af ter oral ad min is tra tion, be -
cause of the sig nif i cant dif fer ences in the phar ma -
cokinetic pa ram e ters of the two en an tio mers. In some
re search, the ef fect of age on stereoselective pharma -
cokinetics and pharmacodynamics of verapamil has
been shown [1, 8, 10].

In the literature some meth ods of de ter mi na tion of
verapamil en an tio mers are de scribed [2, 4, 5, 11, 12].
All these meth ods uti lised the di rect sep a ra tion of en -
an tio mers by high per for mance liq uid chro ma tog ra -
phy on chiral sta tion ary phases. Chu et al. as the first,
sep a rated verapamil en an tio mers and de ter mined their
se rum con cen tra tions [4]. In this study, achiral-chiral
high per for mance liq uid chro ma tog ra phy was used.
The com po si tion of verapamil and norverapamil en an -
tio mers was sep a rated on an a1-acid glycoprotein
chiral sta tion ary phase (Chiral AGP-CSP) af ter prior
anal y sis of a racemic mix ture of verapamil and nor -
verapamil on a hy dro pho bic phase col umn (Hisep) [4]. 
The next study uti lised a chiral sta tion ary phase com -
posed of 3,5-dimethylophenylcarbamate-deriva tised
amylose coated on sil ica, which is com mer cially
known as Chiralpak AD [11]. Fieger and Blaschke de -
vel oped a method of de ter mi na tion of the enantiomeric 
ra tio of verapamil in plasma by HPLC on the a1-acid
glycoprotein chiral sta tion ary phase (Chiral AGP) af -
ter the acetylation of the main me tab o lite norvera -
pamil, which in ter feres with the sep a ra tion of ve -
ra pamil [5]. As a con se quence, verapamil and nor -
verapamil were de ter mined si mul ta neously with out
prior derivatisation on a Chiralpak AD col umn [5].
Most au thors have used flu o res cence de tec tion to de -
tect this drug and its me tab o lite.   

The aim of this pa per was to de velop and val i date
a rapid, sim ple and in ex pen sive method of de ter mi na -
tion of verapamil en an tio mers in hu man plasma on
a ChiraDex col umn, and ap ply it to fo ren sic, tox i co -
log i cal and clin i cal cases.

2. Materials and methods

2.1. Chem i cals and re agents

S(–)-verapamil hy dro chlo ride and R(+)-verapamil
hy dro chlo ride were ob tained from Re search Bio -
chemicals In ter na tional (RBI). Oxprenolol hy dro chlo -
ride, used as the in ter nal stan dard, was pur chased from 
Polfa (Warszawa, Po land). Meth a nol and triethyl -

ammonium ac e tate, ap plied to pre pare the mo bile
phase, and hex ane, used for ex trac tion, were sup plied
re spec tively by Merck (Darmstadt, Ger many) and
Sigma Aldrich (Steinheim, Ger many) and were all
HPLC grade. Pu ri fied wa ter was ob tained by dis til la -
tion in an in ter nal hos pi tal dis till ery and then
deionization in Synchrom Sys tem. Drug-free hu man
plasma was ob tained from the Blood Do na tion Cen tre
(Krakow, Po land).

2.2. In stru men ta tion

A Crys tal 200 (ATI Unicam) liq uid chro ma tog ra -
phy sys tem equipped with a 7125 Rheodyne in jec tor
with a 100 ml loop and Spec tra SYSTEM FL 2000
(ATI Unicam)  flu o res cence de tec tor were used in the
study.  

The sep a ra tion of verapamil en an tio mers was car -
ried out on a LichroCART 250-4 ChiraDex col umn
(250 mm ´ 4.0 mm, 5 mm par ti cle size) with a LiChro -
CART 4-4 HPLC guard col umn ChiraDex (4.0 mm
´ 4.0 mm, 5 mm par ti cle size) pur chased from Merck
(Darmstadt, Ger many). The de tec tor was set at an ex -
ci ta tion wave length of 230 nm and an emis sion wave -
length of 312 nm. 

For analytes, isocratic con di tions were ap plied, us -
ing as a mo bile phase a mix ture of 5% triethyl am -
monium ac e tate and meth a nol (80:20, v/v). A con stant
flow rate of the mo bile phase was es tab lished at
1ml/min.

2.3. Se rum, stan dards and con trols

2.3.1. Stan dard so lu tions

Stock so lu tions (60 mg/ml) were pre pared by dis -
solv ing the ap pro pri ate amounts (pow der) of R- and
S-verapamil in dis tilled wa ter and these were then
stored in aliquots of 200 ml at –20°C. The work ing so -
lu tions of the analytes were pre pared by di lut ing the
stock so lu tions with mo bile phase to con cen tra tions
rang ing from 100 ng/ml to 4 mg/ml. These so lu tions
were then used to spike plasma sam ples for cal i bra tion
curves from 2.5 to 200 ng/ml for each en an tio mer of
verapamil. A sin gle stan dard so lu tion con tained both
R- and S-verapamil.

A stock so lu tion of IS (oxprenolol) at a con cen tra -
tion of 1 mg/ml was pre pared in eth a nol and then di -
luted with the mo bile phase to the de sired concen-
tration of the work ing so lu tion.

The con trol sam ples used for eval u at ing the val i da -
tion pa ram e ters were pre pared by spik ing neg a tive se -
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rum (drugs free) to ob tain the fol low ing con cen tra tion
of en an tio mers of verapamil: 25, 75 and 150 ng/ml.

2.3.2. Sam ple prep a ra tion

200 ml of 3.5M NaOH and 100 ml of 100 mg/ml in -
ter nal stan dard (oxprenolol) were added to all stan -
dard, con trol and stud ied sam ples (1.0 ml of se rum).
Such sam ples were mixed for 30 s. Next, the sam ples
were sub jected to liq uid-liq uid ex trac tion with 6 ml of
hex ane, shaken for 30 min and cen tri fuged (2500 rpm)
for 10 min. The hex ane layer was de canted into a clean 
glass tube and evap o rated to dry ness un der a dry ni tro -
gen stream at room tem per a ture. Af ter evap o ra tion, the 
res i due was dis solved in 200 ml of the mo bile phase
and 100 ml was in jected into the chiral HPLC system.

2.3.3. Bi o log i cal sam ples

Au topsy sam ples (whole blood) were kindly re -
ceived from the In sti tute of Fo ren sic Re search in Kra -
kow. Se rum sam ples from poi soned pa tients were sent
to the lab o ra tory at the Tox i col ogy Clinic, Jagiellonian 
Uni ver sity. Sam ples of se rum were col lected from pa -
tients with a steady-state level of verapamil af ter
chronic ad min is tra tion of 120 mg of verapamil ev ery
six hours. All the ex am i na tions (of liv ing per sons)
were car ried out for di ag nos tic pur poses.

3. Results and discussion

Chiral sep a ra tion of verapamil was achieved on
a ChiraDex col umn con tain ing spher i cal par ti cles of
sil ica gel with b-cyclodextrin bonded co va lently.
Cyclo dextrins are nat u rally oc cur ring oli go sac cha -
rides with hy dro pho bic cav i ties, which form an in clu -
sion com plex with or ganic sub stances in aque ous
so lu tions. These prop er ties of b-cyclodextrins, linked
with chiral glu cose units, en able their use in stereo -
selective chro mato graphic sep a ra tion.

One ma jor ad van tage of ChiraDex is that very sim -
ple sol vents can be used in the mo bile phase. The most
suc cess ful sep a ra tions with ChiraDex have used mix -
tures of meth a nol and wa ter, phos phate buffer or tri -
ethylammonium ac e tate as a mo bile phase. The choice
of the or ganic sol vent in flu ences the enantioselectivity 
of ChiraDex. With in creas ing po lar ity of the or ganic
sol vent (meth a nol > eth a nol > acetonitrile), the sep a ra -
tion of the en an tio mers is im proved. The sep a ra tion of
op ti cal iso mers is better by us ing buff ers or trie thyl -
ammonium ac e tate.  

From the re search car ried out on the chiral sep a ra -
tion of verapamil, it was shown that a mo bile phase
com posed of 5% triethylammonium ac e tate – meth a -
nol (80:20, v/v) gives the best re sults. 

The op ti mal pH of the mo bile phase in the stereo -
selective anal y sis of verapamil was 4.5 and room tem -
per a ture was se lected for all per formed  determina-
tions.

The en an tio mers of verapamil were sep a rated more 
than 60 per cent from each other in the se lected HPLC
con di tion The re ten tion time of R-verapamil and
S-verapamil was ap prox i mately 11.7 and 10.8 min. re -
spec tively. The re ten tion time for the in ter nal stan dard
was 4.4 min. Chro mato graphic sep a ra tion of verapa -
mil en an tio mers is shown in Figure 1.
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Fig. 1. 1 – chro mato graphic sep a ra tion of verapa mil
 enantiomers; 2 – in ter nal stan dards; 6 – S(–)-ve rapamil;
7 – R(+)-verapamil.



For eval u at ing pre ci sion and re cov ery of the
method (the in ter nal stan dard was added to sam ples af -
ter ex trac tion), a cal i bra tion curve was con structed for
both en an tio mers by mea sur ing neg a tive se rum and se -
rum spiked with analytes in the range from 2.5 to
200 ng/ml. Cal i bra tion curves were lin ear in this range.
Re gres sion and cor re la tion co ef fi cients of the cal i bra -
tion curves were, for R(+)-verapamil: y = 0.0085x +
0.0117  (r2 = 0.982) and S(–)-verapamil: y = 0.083x +
0.013 (r2 = 0.981).

High cor re la tion fac tors con firm the suit abil ity of
the method for chro mato graphic anal y sis of com -
pounds of in ter est in bi o log i cal material.

The limit of de tec tion (LOD) for R(+)-verapamil
and S(–)-verapamil was 0.7 ng/ml and 0.6 ng/ml re -
spec tively, which were the con cen tra tions of drugs at
which the sig nal to noise ra tio S/N was 3:1. The low est 
con cen tra tion on the stan dard curve was taken as the
limit of quan ti fi ca tion (LOQ) (Ta ble I). 

The inter-day pre ci sion was eval u ated by ana lys ing 
four se rum sam ples spiked with analytes to ob tain
three dif fer ent lev els (25, 75 and 150 ng/ml) in one se -
ries (Ta ble I). The rel a tive stan dard de vi a tion (RSD)
ranges were from 3.4% to 7.8% for R(+)-verapamil
and 3.1% to 7.8% for S(–)-verapamil.

Inter-day reproducibility data (inter-as say pre ci -
sion) was de ter mined by ana lys ing of four spiked se -

rum sam ples at the same level as dur ing study of
inter-as say pre ci sion. The ob tained re sults are pre -
sented in Ta ble I.

The re cov ery of R(+)-verapamil ranged from 95.0
to 114.4% and 93.3 to 115.2% for S(–)-verapamil
 ( Table I).

The de vel oped and val i dated method was ap plied
to de ter mi na tion of verapamil en an tio mers in real sam -
ples. In the au topsy sam ple (whole blood), con cen tra -
tions were 4720 ng/ml and 5610 ng/ml for S- and
R-verapamil re spec tively. In the se rum of the acutely
poi soned pa tients, the con cen tra tion at the mo ment of
ad mis sion to hos pi tal was 810 ng/ml for S-verapamil
and 2252 ng/ml for R-verapamil. Af ter 72 hours, the
con cen tra tion dropped to 24 ng/ml and 113 ng/ml re -
spec tively. In the three cases where verapamil was
used for ther a peu tic pur poses, con cen tra tions were
59 ng/ml, 48 ng/ml and 70 ng/ml for S-verapamil and
215 ng/ml, 226 ng/ml and 265 ng/ml for R-verapamil.

4. Conclusion

The de vel oped method of verapamil en an tio mers
quan ti fi ca tion in se rum with the use of oxprenolol as an
in ter nal stan dard is char ac ter ised by high sen si tiv ity and 
ap pro pri ate val i dat ing pa ram e ters – lin ear ity, pre ci sion
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TA BLE I. AN A LYT I CAL METHOD VAL I DA TION PA RAM E TERS FOR HPLC-FL DE TER MI NA TION OF EN AN TIO MERS OF

VERAPAMIL IN SERUM

S(–)-verapamil R(+)-verapamil

Lin ear ity [ng/ml] 5–200

LOD [ng/ml] 0.7 0.6

LOQ [ng/ml] 2.5

Inter-day pre ci sion (n = 4), RSD [%]

20 ng/ml 3.1 3.4

75 ng/ml 8.5 6.6

150 ng/ml 7.8 7.8

Inter-day pre ci sion (n = 4),  RSD [%]

20 ng/ml 6.4 6.6

75 ng/ml 6.9 6.9

150 ng/ml 5.6 5.6

Re cov ery

Mea sured con cen tra tion [ng/ml] 69.9 172.8 95.0 171.6

Tar get con cen tra tion [ng/ml] 75 150 75 150

Re cov ery [%] 93.3 115.2 95.0 114.4



and re cov ery, al low ing rou tine mon i tor ing of verapamil 
en an tio mers dur ing ther apy and de ter mi na tion of these
com pounds in poi son ing (acute and fa tal) cases.
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1. Wstêp

Ve rap amil na le¿y do zna nych blo kerów kana³ów
wap nio wych. Che miczn ie jest po chodn¹  fenyloalkilo -
ami ny i w prak tyce kli niczn ej znaj duje za stos owa niu
w le czen iu sc horz eñ uk³adu ser cowo na czyn iowe go,
szcze gólnie na dciœ nien ia, dusz nicy bo les nej i  ponad ko -
mo rowej [9].

W lecz nict wie wyst êpuje jako mie szan ina ra cem iczna 
w pre par ata ch o na tychm iast owym i spo woln ionym
uwaln ianiu. Ze wzglê du na obecn oœæ w cz¹stecz ce  asy me -
trycznego wêgla, ve rap amil wy stê puje w po staci dw óch
en ancj omerów ró ¿ni¹cych siê w³aœ ciwo œciami  farmako -
kinetycznymi i far mak ody nam icz nymi. Akt ywn oœæ bio -
log iczna S(–) i R(+) ve rap ami lu pod wz glê dem jak oœ -
cio wym jest taka sama, na tom iast ró ¿ni siê il oœc io wo in -
ten sywnoœci¹ dzia³ania [7]. Ujemne dzia³anie dro mot -
ropo we S-ve rap ami lu jest oko³o 20 razy sil niejs ze ni¿
od miany R. Oba izom ery s¹ me tab oli zow ane przez te
same en zymy, przede wszyst kim CYP 3A4, CYP 1A2
i CYP 2C, ale szybko œæ tego pro cesu jest ró¿ na. Szyb szej
bio transf orma cji ulega S-ve rap amil, co po wod uje, ¿e po -
ziom tego izom eru w su row icy jest ni ¿szy ni¿ R-ve rap a -
mi lu. Po poda niu do¿y lnym sto sun ek stê ¿eñ enanc jo-
meru R do S wy nosi oko³o 2, a po poda niu do ustn ym 5.
Ró ¿nice te s¹ spo wod owa ne in tens ywnym me tab oli z -
mem leku w cza sie pierw szego pasa¿u przez w¹trobê.
W kon sek wencji efektu pierw szego przej œcia dostê pnoœæ
bio log iczna wy nosi od pow iednio 50% i 20% dla R-ve -
rap ami lu i S-ve rap ami lu [3, 6]. Do datk owo wz glêd ny kli -
rens po poda niu do ustn ym izom eru S jest pra wie
piê ciokrotnie wiê kszy ni¿ izom eru R [4]. 

Ze wzgl êdu na znacz ne ró¿ni ce pomiê dzy pa ram etr a -
mi far mak oki net ycz nymi ena ncj ome rów ve rap ami lu dys -
poz ycja tego leku po poda niu do ustn ym jest cz êsto
ba dana. Ni ekt óre ba dan ia wy kaza³y ró ¿ni ce w far mak o -
ki net yce izo mer ów ve rap ami lu w za le¿ noœ ci od wie ku
pac jentów [1, 8, 10].

W piœ mien nictw ie na ukow ym wie le me tod oznac za -
nia stereo izom erów ve rap ami lu zo sta³o ju¿ opis any ch [2,
4, 5, 11, 12]. Wszyst kie te me tody po leg aj¹ na be zpo -
œrednim roz dziale izo merów tech nik¹ wy sok osp rawnej
chro mat ogr afii cie czow ej na chi raln ych fa zach sta cjon ar -
ny ch. Chu i wspó³pra cown icy jako pierw si roz dziel ili
i wy znac zyli st ê¿en ie izom ery ve rap ami lu w su row icy
[4]. W swo ich ba dan iach za stos owa li oni achir alno-chi -
raln¹ wy sok osp rawn¹ ch rom ato grafiê cie czow¹.  Enan -
cjomery ve rap ami lu i norve rap ami lu by³y roz dziel one na
chi raln ej fa zie sta cjon arnej, w sk³ad któ rej wcho dzi³
a1-kwaœ ny gli kop rote id (Chi ral AGP-CSP). Anal iza ra -

cem icznej mie szan iny ve rap ami lu by³a anal izo wana na
fa zie hy drof obo wej (Hi sep) [4]. W in nych ba dan iach
jako fazê sta cjon arn¹ za stos owa no ¿el krze mionk owy po -
kryty po chodn¹ di met ylo fen ylo kar bam ianu amyl ozy,
dost êpny pod han dlow¹ nazw¹ Chi ralp ac AD [11]. Fie ger 
i Bla schke do wy znac zania sto sunku stê ¿eñ ena ncjo -
merów ve rap ami lu w su row icy me tod¹ HPLC za stos o -
wa li jako fazê sta cjon arn¹ m1 kwa œny gli kop rote id
(Chi ral APG). Wcz eœniej prze prow adz ona acet yla cja
g³ów ne go me tab oli tu ve rap ami lu – norve rap ami lu wy -
elim ino wa³a jego wp³yw na wy niki oznac zania enanc jo -
me rów ve rap ami lu [5]. Po za stos owa niu ko lumny
Chi ralp ak AD oprac owa na me toda po zwoli³a na roz -
dziel enie izo merów ve rap ami lu i norve apam ilu bez
wczeœ niej szej de ryw aty zac ji [5]. W wi êks zoœ ci oprac o -
wa nych me tod oznac zania ve rap ami lu i jego me tab oli tu
sto sow ana by³a de tekc ja flu ores cency jna.

Ce lem prze prow adz onych badañ by³o oprac owa nie
szyb kiej, pro stej i nie drog iej me tody oznac zania enanc jo -
m erów ve rap ami lu w su row icy z za stos owa niem ko lum -
ny Chi raD ex i wdr o¿e nie jej do ozn acz eñ w przy padk ach
ostrych i œmiertelnych zatruæ ve rap ami lem.

2. Materia³ i metoda

2.1. Od czynn iki

Chlo row odo rek S(–)-ve rap ami lu i R(+)-ve rap ami lu
zo sta³y za kup ione w fir mie Re sea rch Bio chem ica ls In -
tern ati onal (RBI). Chlo row odo rek oks pren olo lu  stoso -
wany w oprac owa nej me tod zie jako stan dard wew -
nêt rzny po chod zi³ z Pol fy War szawa. Me tan ol i octan
triety loa mono wy o czysto œci do HPLC bêd¹ce sk³ad nik -
ami fazy ru chom ej oraz hek san (od czynn ik do eks trakc ji)
zo sta³y do starc zone przez firmê Merck (Darm stadt,
Niem cy) i Sig ma Al dr ich (Ste inh eim, Niem cy). Wodê
de styl owa n¹ otrzym ano w wewnêt rzn ej de styl arni szpi -
tala i de jon i zo wano w sys tem ie Syn chron Sys tem. Su -
row ica wol na od lek ów po chod zi³a ze Cen traln ej Sta cji
Krwio daws twa w Kra kow ie. 

2.2. Apar atu ra

W ba dan iach wy kor zyst ano wy sok osp rawny chro -
mat ogr af cie czowy Cry stal 200 (ATI Unic am) z  dozow -
nikiem Rheo dyne 7125 oraz pêtl¹ do zuj¹c¹ o po jemnoœci
100 ml i de tekt orem flu ores cency jnym Spec tra Sys tem
FL 2000 (ATI Unic am).
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Roz dzia³ izo merów ve rap ami lu pro wad zony by³
w wa runk ach izok raty cznych na ko lumn ie Li chroC ART
250-4 Chi raD ex (250 mm ́  4,0 mm, 5 mm) z pre kol umn¹
Li ChroC ART 4-4 (4.0 mm ´ 4,0 mm, 5 mm) za kup ion¹
w fir mie Merck (Darm stadt, Niem cy). D³ugoœæ fali
wzbudze nia de tekt ora wy nosi³a 230 nm, a emis ji 312 nm.

Jako fazê ru chom¹ za stos owa no mi esza ninê 5% octa -
nu triety loa mono wego i me tan olu (80:20, v/v). Sz ybk oœæ
przep³ywu fazy wy nosi³a 1 ml/min.

2.3. Roz twory stan dard owe i kon trol ne

2.3.1. Roz twory stan dard owe

Ro ztw ór pod staw owy R- i S-ve rap ami lu (60 mg/ml)
by³ przy got owa ny przez roz puszc zenie od pow iedni ej  iloœ -
ci tych zwi¹zków w wo dzie de styl owa nej i prze trzym ywa -
ny w por cjach po 200 ml w tem per atu rze –20°C. Roz twory
ro boc ze an ali tów by³y przy got owa ne przez ro zcie ñcz enie
roz tworu pod staw owe go faz¹ ru chom¹ w celu uzys kania
stê¿ eñ od 100 ng/ml do 4 mg/ml. Tak przy got owa ne roz -
twory by³y do daw ane do su row icy (wol nej od lek ów)
w celu otrzym ania roztwo rów wzor cow ych (krzy wa
wzor cowa) o stê¿ eni ka¿d ego z enan cjo merów ve rap ami -
lu od 2,5 do 200 ng/ml.

Ro ztw ór pod staw owy oks pren olo lu – stan dardu
wewn êtrz nego (IS) o stê¿ eniu 1 mg/ml – by³ przy got owa -
ny w etan olu i nast êpn ie rozc ieñ czony faz¹ ru chom¹ do
uzys kania stê¿ enia ro boc zego (100 mg/ml).

Pr óby kon trol ne ena ncjo me rów ve rap ami lu  wyko -
rzystywane w pro ces ie wa lid acji me tody przy got owa no
przez do dan ie do su row icy wol nej od lek ów ba dan ych
zwi¹zków u il oœc iach po wod uj¹cych otrzym anie stê¿eñ
23, 75 i 150 ng/ml.

2.3.2. Przy got owa nie prób ek do ozna czeñ

Do wszyst kich próbek wzor cow ych, kon trol ny ch
i ba dan ych (1,0 ml su row icy) do daw ano 200 ml 3,5 M
NaOH i 100 ml IS o st ê¿e niu 100 mg/ml, po czym mie -
szano przez 30 se kund. Na stêpnie do pr óbek do daw ano
6 ml hek sanu i wytrz¹sano przez 30 min. Po tym cza sie
pró by wi row ano (2500 rpm) przez 10 min. Po bran¹ war -
stwê or gan iczn¹ od par owy wano do su cha w stru mien iu
azotu w tem per atu rze po koj owej. Po od par owa niu po zos -
ta³oœæ roz puszc zano w 200 ml fazy ru chom ej i 100 ml
 próbki wpro wad zano do do zown ika apar atu.

2.3.3. Próby bio log iczne

Pró bki krwi z ma ter ia³u sek cyjn ego otrzym ano z In -
styt utu Eks pert yz S¹do wych w Kra kow ie. Pró bki su row i -
cy od osób za trut ych zo sta³y przys³ane do ru tyn owy ch
ba dañ la bor ato ryj nych pro wad zony ch w Zak³adzie Tok -
syk olo gii Anal ity cznej i Te rap ii Mo nit oro wan ej CM UJ

w Kra kow ie. Pró by su row icy (pa cjenci le czeni ve rap ami -
lem) by³y po brane w sta nie sta cjon arnym od pac jent ów,
któ rym po daw ano lek w daw ce 120 mg co 6 go dzin.
Wszyst kie ba dan ia (u osób ¿y wych) by³y wy kon ane dla
ce lów dia gnos tyczny ch. 

3. Wyniki i ich dyskusja

Roz dzia³ izo merów ve rap ami lu zo sta³ prze prow adz o -
ny na ko lumn ie Chi raD ex. Ko lumna ta jest wype³nio na
sfe ryczn ymi cz¹st kami ¿elu krze mionk owe go po kryt ymi
zwi¹zan¹ ko wal ency jnie b-cy klod ekst ryn¹.  Cyklodek -
stryny to na tur alne olig osa cha rydy z miej scami hy drof o -
bo wymi kom pleks uj¹cymi sub stanc je or gan iczne w œro -
do wis ku wod nym. Te w³aœc iwoœci b-cy klod ekst ryn
zwi¹zane z chi raln¹ cz¹steczk¹ glu kozy umo ¿li wiaj¹ ich
u¿y cie do ste reos ele ktyw nego roz dzia³u  chromatogra -
ficz nego. Za let¹ fazy Chi raD ex jest mo¿ liw oœæ sto sow a nia 
bar dzo pro stych sk³adn ików w fa zie ru chom ej; na jczê œciej
s¹ to mie szan iny me tan olu i bu foru fos for ano wego lub
octa nu triety loa mono wego. Wybór  rozpusz czalnika or -
gan iczne go ma du¿y wp³yw na zd oln oœæ roz dzielcz¹ tej
fazy sta cjon arnej. Wraz ze wzro stem  po lar noœci  rozpusz -
czalnika or gan iczne go (me tan ol > etan ol > acet oni tryl)
roz dzia³ ste reoizomerów ulega po praw ie; wp³ywa na nie -
go rów nie¿ rów nie¿ do dat ek bu for ów lub octa nu  trietylo -
amonowego.

Z prze prow adz onych badañ wy nika, ¿e do roz dzia³u
ena ncjomerów ve rap ami lu naj leps za faza ru choma to
mie szan ina 5% octa nu triety loa mono wego i me tan olu
w sto sunku obj êtoœ ciowym 80:20, któ rej pH wy nosi 4,5.
W tych wa runk ach izom ery ve rap ami lu roz dziela³y siê
wiê cej ni¿ w 60%. Czas re tenc ji R-ve rap ami lu wy nosi³
11,7 min, a S-ve rap ami lu 10,8 min. Czas re tenc ji stan -
dardu wewn êtrz nego by³ krót szy i wy nosi³ 4,4 min.
Przyk³ad owy roz dzia³ chro mat ogr afic zny enan cjo mer ów 
ve rap ami lu przed staw ia ry cina 1.

W celu wy znac zenia pa rame trów pre cyz ji i od zys ku
me tody (sub stanc ja wzor cowa by³a do dana do pr óbek po
eks trakc ji) wy znac zono za kres li niowoœci me tody. Ka lib -
racje prze prow adz ono przez wy znac zenie st ê¿en ia do -
dan ych do su row icy nie zaw ieraj¹cej lek ów obu enan-
 cjomerów ve rap ami lu w il oœc iach po zwal aj¹cych na
osi¹gn iêcie st ê¿eñ w za kres ie 2,5–200 ng/ml. Ró wnan ia
re gres ji i wspó³czyn niki ko rel acji dla tych krzy wych
maj¹ post aæ: y = 0,0085x + 0,00117 (r2 = 0,982) dla
R(+)-ve rap ami lu, a y = 0,0083x + 0,0013 (r2 = 0,981)
dla S(–)-ve rap ami lu. Wy sok ie wspó³czyn niki ko rel acji
dla obu iz ome rów ve rap ami lu po twierd zaj¹ pr zydatn oœæ
oprac owa nej me tody do ich oznac zania w ma ter iale bio -
log icznym.

Gra nica wyk ryw alnoœci (LOD), za któr¹ prz yjê to sto -
sun ek sy gna³u do sz umów 3:1 (S/N) dla R(+)-ve rap ami -
lu, wy nosi³a 0,7 ng/ml, a dla S(–)-ve rap ami lu 0,6 ng/ml.

Problems of Forensic Sciences 2005, LXI, 64–71

70 J. Wilimowska, W. Piekoszewski, E. Florek



Jako li mit oz naczalnoœci me tody pr zyj êto na jni ¿sze  stê -
¿enie na krzy wej ka lib racy jnej (ta bela I).

W ta beli I przed staw iono wy znac zon¹ po wtar zalnoœæ
me tody po miê dzy dnia mi dla trzech ró¿nych poziomów
stê¿eñ (25, 75, 150 ng/ml) ba dan ych en anc jomerów.

Wz glê dny wspó³czyn nik zmie nnoœci dla izom eru R
wy nosi³ od 3,4% do 7,8%, a dla izom eru S ve rap ami lu
waha³ siê od 3,1% do 7,8%. Po wta rza lno œæ w ci¹gu dnia
wy znac zono po przez czte rok rotne oznac zenie stê¿e nia
enanc jome rów we rap ami lu w pr óbie o tym sa mym  stê -
¿eniu za dan ym. Uzys kane wy niki przed staw ia ta bela I.

Ba dan ia od zys ku wy kaza³y, ¿e dla R-ve rap ami lu wy -
nosi on od 95,0 do 114,4%, a dla S-ve rap ami lu od 93,3 do 
115,2%.

Oprac owan¹ metodê za stos owa no do oz nacz eñ
 enancjomerów ve rap ami lu w pr óba ch rze czyw ist ych.
W pró bie krwi po bran ej ze zw³ok osoby œmie rtelnie za -
trut ej ve rap ami lem st ê¿e nie S(–) i R(+) ve rap ami lu wy -
nosi³o od pow iednio 4720 ng/ml i 5610 ng/ml. W su ro-
wicy osób ostro za trut ych pre par atem za wier aj¹cym ve -
rap amil w mo menc ie pr zyjê cia ich do szpi tala stê¿ enie
izom eru S-ve rap ami lu wy nosi³o 810 ng/ml, a R-ve rap a -
mi lu 2252 ng/ml. Po up³ywie 72 go dzin st ê¿enia te wy -
nosi³y od pow iednio 24 i 113 ng/ml. W trzech przy pad -
kach, w któr ych ve rap amil po daw ano w ce lach te rap euty -
cznych, st ê¿e nie S-ve rap ami lu wy nosi³o 59 ng/ml,
48 ng/ml i 70 ng/ml, a R-ve rap ami lu 215 ng/ml,
226 ng/ml oraz 265 ng/ml.

4. Wnioski

Oprac owa na me toda oznac zania enanc jome rów ve -
rap ami lu w ma ter iale bio log icznym (krew, su row ica)
z zasto sow ani em oks pren olo lu jako wzor ca we wnêt rzne-
go cha rakt ery zuje siê du¿¹ czu³oœci¹, a pa ram etry wa lid a -
cy jne tej me tody (li nio woœæ, po wta rzalnoœæ, od zysk) po -
twierd zaj¹ jej pr zydatn oœæ do ru tyn owe go sto sow ania.
Mo¿e ona byæ wy kor zyst ana za rów no do oznac zania sto -
sunk owo ni skich st ê¿eñ en ancjomerów ve rap ami lu ob -
serw owa nych po poda niu da wek te rap euty cznych, jak
i wy sok ich st ê¿eñ w przy padku zatruæ (ostrych, œm ier -
telnych) preparatami zawieraj¹cymi ve rap amil. 
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