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Abstract

Verapamil was extracted from serum by liquid-liquid extraction (pH 9) with hexane. For the analysis of extracts, high perfor-
mance liquid chromatography with fluorescence detector was used (excitation at 230 nm, emission at 312 nm). Oxprenolol was
used as an internal standard. The stereoselective separation of verapamil was carried out on a ChiraDex column. More than 60%
of the enantiomers of verapamil were separated from each other using a mobile phase of 5% triethylamine acetate — methanol
(80:20, v/v). The flow rate of the mobile phase was 1 ml/min. The method developed was characterised by linearity of concentra-
tion ranging from 2.5 to 200 ng/ml for each of the verapamil enantiomers. The enantiomers were identified at an average retention
time of 10.8 min for S(—)-verapamil and 11.7 min for R(+)-verapamil. The limit of detection equalled 0.7 ng/ml and 0.6 ng/ml for
S(-)- and R(+)-verapamil respectively. The limit of quantitation was 2.5 for both verapamil isomers. Intra and inter-day precision
ranged from 3.1-8.5%. This method was applied to analysis of verapamil in one case of fatal poisoning, one acutely poisoned pa-

tient and in three pregnant women who had received verapamil for therapeutic purposes.
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1. Introduction

Verapamil is a known calcium channel blocker,
a derivative of phenylalkylamine and used in clinical
practice for treatment of cardiovascular system dis-
eases, especially in controlling arterial hypertension,
angina pectoris and supraventricular arrhythmias [9].
It is available as a racemic mixture in both immediate
and sustained release preparations. The stereoselective
properties of verapamil, determined by an asymmetric
centre within its molecular structure, indicate the exis-
tence of two enantiomers of verapamil, which differ in
their pharmacodynamics and pharmacokinetics. S(-)-
and R(+)-verapamil belong to a category of chiral

drugs that have qualitatively similar, but quantitatively
different, activity [7]. The negative dromotropic effect
is up to 20 times more potent for S-verapamil than
R-verapamil. Both enantiomers of verapamil are me-
tabolised by the same enzymes, mainly CYP3A4,
CYP1A2 and CYP2C, but at different rates. S-vera-
pamil is preferentially metabolised. Serum levels of
the S-enantiomer are always lower than those of the
less active R-enantiomer. After intravenous adminis-
tration, the R to S serum concentration ratio is around
2 and increases to 5 after oral administration, which is
caused by an extensive stereoselective presystemic
first-pass metabolism. As a consequence, oral bio-
availabilities of R-verapamil and S-verapamil are



Methodology of stereoselective determination of verapamil in serum

65

around 50% and 20% respectively [3, 6]. In addition,
the apparent oral clearance of S-verapamil is almost
five times higher than R-verapamil [4]. The phar-
macokinetic disposition of verapamil enantiomers has
more often been studied after oral administration, be-
cause of the significant differences in the pharma-
cokinetic parameters of the two enantiomers. In some
research, the effect of age on stereoselective pharma-
cokinetics and pharmacodynamics of verapamil has
been shown [1, 8, 10].

In the literature some methods of determination of
verapamil enantiomers are described [2, 4, 5, 11, 12].
All these methods utilised the direct separation of en-
antiomers by high performance liquid chromatogra-
phy on chiral stationary phases. Chu et al. as the first,
separated verapamil enantiomers and determined their
serum concentrations [4]. In this study, achiral-chiral
high performance liquid chromatography was used.
The composition of verapamil and norverapamil enan-
tiomers was separated on an al-acid glycoprotein
chiral stationary phase (Chiral AGP-CSP) after prior
analysis of a racemic mixture of verapamil and nor-
verapamil on a hydrophobic phase column (Hisep) [4].
The next study utilised a chiral stationary phase com-
posed of 3,5-dimethylophenylcarbamate-derivatised
amylose coated on silica, which is commercially
known as Chiralpak AD [11]. Fieger and Blaschke de-
veloped a method of determination of the enantiomeric
ratio of verapamil in plasma by HPLC on the a1-acid
glycoprotein chiral stationary phase (Chiral AGP) af-
ter the acetylation of the main metabolite norvera-
pamil, which interferes with the separation of ve-
rapamil [5]. As a consequence, verapamil and nor-
verapamil were determined simultaneously without
prior derivatisation on a Chiralpak AD column [5].
Most authors have used fluorescence detection to de-
tect this drug and its metabolite.

The aim of this paper was to develop and validate
a rapid, simple and inexpensive method of determina-
tion of verapamil enantiomers in human plasma on
a ChiraDex column, and apply it to forensic, toxico-
logical and clinical cases.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

S(-)-verapamil hydrochloride and R(+)-verapamil
hydrochloride were obtained from Research Bio-
chemicals International (RBI). Oxprenolol hydrochlo-
ride, used as the internal standard, was purchased from
Polfa (Warszawa, Poland). Methanol and triethyl-

ammonium acetate, applied to prepare the mobile
phase, and hexane, used for extraction, were supplied
respectively by Merck (Darmstadt, Germany) and
Sigma Aldrich (Steinheim, Germany) and were all
HPLC grade. Purified water was obtained by distilla-
tion in an internal hospital distillery and then
deionization in Synchrom System. Drug-free human
plasma was obtained from the Blood Donation Centre
(Krakow, Poland).

2.2. Instrumentation

A Crystal 200 (ATI Unicam) liquid chromatogra-
phy system equipped with a 7125 Rheodyne injector
with a 100 pl loop and Spectra SYSTEM FL 2000
(ATI Unicam) fluorescence detector were used in the
study.

The separation of verapamil enantiomers was car-
ried out on a LichroCART 250-4 ChiraDex column
(250 mm x 4.0 mm, 5 pwm particle size) with a LiChro-
CART 4-4 HPLC guard column ChiraDex (4.0 mm
x 4.0 mm, 5 pm particle size) purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). The detector was set at an ex-
citation wavelength of 230 nm and an emission wave-
length of 312 nm.

For analytes, isocratic conditions were applied, us-
ing as a mobile phase a mixture of 5% triethylam-
monium acetate and methanol (80:20, v/v). A constant
flow rate of the mobile phase was established at
Iml/min.

2.3. Serum, standards and controls
2.3.1. Standard solutions

Stock solutions (60 pg/ml) were prepared by dis-
solving the appropriate amounts (powder) of R- and
S-verapamil in distilled water and these were then
stored in aliquots of 200 pl at —20°C. The working so-
lutions of the analytes were prepared by diluting the
stock solutions with mobile phase to concentrations
ranging from 100 ng/ml to 4 ug/ml. These solutions
were then used to spike plasma samples for calibration
curves from 2.5 to 200 ng/ml for each enantiomer of
verapamil. A single standard solution contained both
R- and S-verapamil.

A stock solution of IS (oxprenolol) at a concentra-
tion of 1 mg/ml was prepared in ethanol and then di-
luted with the mobile phase to the desired concen-
tration of the working solution.

The control samples used for evaluating the valida-
tion parameters were prepared by spiking negative se-
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rum (drugs free) to obtain the following concentration
of enantiomers of verapamil: 25, 75 and 150 ng/ml.

2.3.2. Sample preparation

200 pl of 3.5M NaOH and 100 pl of 100 pg/ml in-
ternal standard (oxprenolol) were added to all stan-
dard, control and studied samples (1.0 ml of serum).
Such samples were mixed for 30 s. Next, the samples
were subjected to liquid-liquid extraction with 6 ml of
hexane, shaken for 30 min and centrifuged (2500 rpm)
for 10 min. The hexane layer was decanted into a clean
glass tube and evaporated to dryness under a dry nitro-
gen stream at room temperature. After evaporation, the
residue was dissolved in 200 pl of the mobile phase
and 100 ul was injected into the chiral HPLC system.

2.3.3. Biological samples

Autopsy samples (whole blood) were kindly re-
ceived from the Institute of Forensic Research in Kra-
kow. Serum samples from poisoned patients were sent
to the laboratory at the Toxicology Clinic, Jagiellonian
University. Samples of serum were collected from pa-
tients with a steady-state level of verapamil after
chronic administration of 120 mg of verapamil every
six hours. All the examinations (of living persons)
were carried out for diagnostic purposes.

3. Results and discussion

Chiral separation of verapamil was achieved on
a ChiraDex column containing spherical particles of
silica gel with B-cyclodextrin bonded covalently.
Cyclodextrins are naturally occurring oligosaccha-
rides with hydrophobic cavities, which form an inclu-
sion complex with organic substances in aqueous
solutions. These properties of B-cyclodextrins, linked
with chiral glucose units, enable their use in stereo-
selective chromatographic separation.

One major advantage of ChiraDex is that very sim-
ple solvents can be used in the mobile phase. The most
successful separations with ChiraDex have used mix-
tures of methanol and water, phosphate buffer or tri-
ethylammonium acetate as a mobile phase. The choice
of the organic solvent influences the enantioselectivity
of ChiraDex. With increasing polarity of the organic
solvent (methanol > ethanol > acetonitrile), the separa-
tion of the enantiomers is improved. The separation of
optical isomers is better by using buffers or triethyl-
ammonium acetate.

From the research carried out on the chiral separa-
tion of verapamil, it was shown that a mobile phase
composed of 5% triethylammonium acetate — metha-
nol (80:20, v/v) gives the best results.

The optimal pH of the mobile phase in the stereo-
selective analysis of verapamil was 4.5 and room tem-
perature was selected for all performed determina-
tions.

The enantiomers of verapamil were separated more
than 60 percent from each other in the selected HPLC
condition The retention time of R-verapamil and
S-verapamil was approximately 11.7 and 10.8 min. re-
spectively. The retention time for the internal standard
was 4.4 min. Chromatographic separation of verapa-
mil enantiomers is shown in Figure 1.

100.00

-10.00

0.000
5.000 4

10.000 A
Minutes

Fig. 1. 1 — chromatographic separation of verapamil
enantiomers; 2 — internal standards; 6 — S(—)-verapamil;
7 — R(+)-verapamil.
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TABLE I. ANALYTICAL METHOD VALIDATION PARAMETERS FOR HPLC-FL DETERMINATION OF ENANTIOMERS OF

VERAPAMIL IN SERUM

S(-)-verapamil

R(+)-verapamil

Linearity [ng/ml] 5-200
LOD [ng/ml] 0.7 0.6
LOQ [ng/ml] 2.5

Inter-day precision (n = 4), RSD [%]
20 ng/ml 3.1 34
75 ng/ml 8.5 6.6
150 ng/ml 7.8 7.8

Inter-day precision (n =4), RSD [%]
20 ng/ml 6.4 6.6
75 ng/ml 6.9 6.9
150 ng/ml 5.6 5.6

Recovery

Measured concentration [ng/ml] 69.9 172.8 95.0 171.6
Target concentration [ng/ml] 75 150 75 150
Recovery [%] 93.3 115.2 95.0 114.4

For evaluating precision and recovery of the
method (the internal standard was added to samples af-
ter extraction), a calibration curve was constructed for
both enantiomers by measuring negative serum and se-
rum spiked with analytes in the range from 2.5 to
200 ng/ml. Calibration curves were linear in this range.
Regression and correlation coefficients of the calibra-
tion curves were, for R(+)-verapamil: y = 0.0085x +
0.0117 (#* =0.982) and S(-)-verapamil: y = 0.083x +
0.013 (**=0.981).

High correlation factors confirm the suitability of
the method for chromatographic analysis of com-
pounds of interest in biological material.

The limit of detection (LOD) for R(+)-verapamil
and S(-)-verapamil was 0.7 ng/ml and 0.6 ng/ml re-
spectively, which were the concentrations of drugs at
which the signal to noise ratio S/N was 3:1. The lowest
concentration on the standard curve was taken as the
limit of quantification (LOQ) (Table I).

The inter-day precision was evaluated by analysing
four serum samples spiked with analytes to obtain
three different levels (25, 75 and 150 ng/ml) in one se-
ries (Table I). The relative standard deviation (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-assay preci-
sion) was determined by analysing of four spiked se-

rum samples at the same level as during study of
inter-assay precision. The obtained results are pre-
sented in Table 1.

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

The developed and validated method was applied
to determination of verapamil enantiomers in real sam-
ples. In the autopsy sample (whole blood), concentra-
tions were 4720 ng/ml and 5610 ng/ml for S- and
R-verapamil respectively. In the serum of the acutely
poisoned patients, the concentration at the moment of
admission to hospital was 810 ng/ml for S-verapamil
and 2252 ng/ml for R-verapamil. After 72 hours, the
concentration dropped to 24 ng/ml and 113 ng/ml re-
spectively. In the three cases where verapamil was
used for therapeutic purposes, concentrations 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 developed method of verapamil enantiomers
quantification in serum with the use of oxprenolol as an
internal standard is characterised by high sensitivity and
appropriate validating parameters — linearity, precision
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and recovery, allowing routine monitoring of verapamil
enantiomers during therapy and determination of these
compounds in poisoning (acute and fatal) cases.
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METODA OZNACZANIA STEREOIZOMEROW VERAPAMILU

W SUROWICY

1. Wstep

Verapamil nalezy do znanych blokeréw kanatow
wapniowych. Chemicznie jest pochodna fenyloalkilo-
aminy i w praktyce klinicznej znajduje zastosowaniu
w leczeniu schorzen uktadu sercowo naczyniowego,
szczegblnie nadcisnienia, dusznicy bolesnej i ponadko-
morowej [9].

W lecznictwie wystepuje jako mieszanina racemiczna
w preparatach o natychmiastowym i spowolnionym
uwalnianiu. Ze wzgledu na obecnos$¢ w czasteczce asyme-
trycznego wegla, verapamil wystepuje w postaci dwoch
enancjomerow rozniacych sig¢ wlasciwosciami farmako-
kinetycznymi i farmakodynamicznymi. Aktywno$¢ bio-
logiczna S(-) i R(+) verapamilu pod wzglgdem jakos-
ciowym jest taka sama, natomiast r6zni si¢ ilo§ciowo in-
tensywnoscia dziatania [7]. Ujemne dziatanie dromot-
ropowe S-verapamilu jest okoto 20 razy silniejsze niz
odmiany R. Oba izomery sa metabolizowane przez te
same enzymy, przede wszystkim CYP 3A4, CYP 1A2
1 CYP 2C, ale szybko$¢ tego procesu jest rozna. Szybszej
biotransformacji ulega S-verapamil, co powoduje, ze po-
ziom tego izomeru w surowicy jest nizszy niz R-verapa-
milu. Po podaniu dozylnym stosunek stgzen enancjo-
meru R do S wynosi okoto 2, a po podaniu doustnym 5.
Roznice te sa spowodowane intensywnym metaboliz-
mem leku w czasie pierwszego pasazu przez watrobe.
W konsekwencji efektu pierwszego przejécia dostgpnosé
biologiczna wynosi odpowiednio 50% i 20% dla R-ve-
rapamilu i S-verapamilu [3, 6]. Dodatkowo wzgledny kli-
rens po podaniu doustnym izomeru S jest prawie
pigciokrotnie wigkszy niz izomeru R [4].

Ze wzgledu na znaczne roéznice pomigdzy parametra-
mi farmakokinetycznymi enancjomerdéw verapamilu dys-
pozycja tego leku po podaniu doustnym jest czgsto
badana. Niektore badania wykazaty réznice w farmako-
kinetyce izomerdéw verapamilu w zalezno$ci od wieku
pacjentow [1, 8, 10].

W pismiennictwie naukowym wiele metod oznacza-
nia stereoizomerow verapamilu zostato juz opisanych [2,
4, 5, 11, 12]. Wszystkie te metody polegaja na bezpo-
$rednim rozdziale izomerdéw technika wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej na chiralnych fazach stacjonar-
nych. Chu i wspolpracownicy jako pierwsi rozdzielili
i wyznaczyli st¢zenie izomery verapamilu w surowicy
[4]. W swoich badaniach zastosowali oni achiralno-chi-
ralnag wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa. Enan-
cjomery verapamilu i norverapamilu byly rozdzielone na
chiralnej fazie stacjonarnej, w sklad ktorej wchodzit
al-kwasny glikoproteid (Chiral AGP-CSP). Analiza ra-

cemicznej mieszaniny verapamilu byla analizowana na
fazie hydrofobowej (Hisep) [4]. W innych badaniach
jako fazg stacjonarna zastosowano zel krzemionkowy po-
kryty pochodna dimetylofenylokarbamianu amylozy,
dostgpny pod handlowa nazwa Chiralpac AD [11]. Fieger
i Blaschke do wyznaczania stosunku stezen enancjo-
merdéw verapamilu w surowicy metodqa HPLC zastoso-
wali jako fazg stacjonarna pl kwasny glikoproteid
(Chiral APG). Weczesniej przeprowadzona acetylacja
gléwnego metabolitu verapamilu — norverapamilu wy-
eliminowata jego wplyw na wyniki oznaczania enancjo-
meréow verapamilu [5]. Po zastosowaniu kolumny
Chiralpak AD opracowana metoda pozwolila na roz-
dzielenie izomeréw verapamilu i norveapamilu bez
wczesniejszej derywatyzacji [S]. W wigkszo$ci opraco-
wanych metod oznaczania verapamilu i jego metabolitu
stosowana byta detekcja fluorescencyjna.

Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie
szybkiej, prostej i niedrogiej metody oznaczania enancjo-
merow verapamilu w surowicy z zastosowaniem kolum-
ny ChiraDex i wdrozenie jej do oznaczen w przypadkach
ostrych 1 $miertelnych zatru¢ verapamilem.

2. Material i metoda
2.1. Odczynniki

Chlorowodorek S(—)-verapamilu i R(+)-verapamilu
zostaty zakupione w firmie Research Biochemicals In-
ternational (RBI). Chlorowodorek oksprenololu stoso-
wany w opracowanej metodzie jako standard wew-
negtrzny pochodzit z Polfy Warszawa. Metanol i1 octan
trietyloamonowy o czysto$ci do HPLC bedace sktadnik-
ami fazy ruchomej oraz heksan (odczynnik do ekstrakcji)
zostaly dostarczone przez firmg Merck (Darmstadt,
Niemcy) i Sigma Aldrich (Steinheim, Niemcy). Wodg
destylowang otrzymano w wewngtrzne]j destylarni szpi-
tala 1 dejonizowano w systemie Synchron System. Su-
rowica wolna od lekéw pochodzita ze Centralnej Stacji
Krwiodawstwa w Krakowie.

2.2. Aparatura

W badaniach wykorzystano wysokosprawny chro-
matograf cieczowy Crystal 200 (ATI Unicam) z dozow-
nikiem Rheodyne 7125 oraz p¢tla dozujaca o pojemnosci
100 upl i detektorem fluorescencyjnym Spectra System
FL 2000 (ATI Unicam).



70

J. Wilimowska, W. Piekoszewski, E. Florek

Rozdziat izomeréw verapamilu prowadzony byt
w warunkach izokratycznych na kolumnie LichroCART
250-4 ChiraDex (250 mm x 4,0 mm, 5 um) z prekolumna
LiChroCART 4-4 (4.0 mm x 4,0 mm, 5 um) zakupiong
w firmie Merck (Darmstadt, Niemcy). Diugos¢ fali
wzbudzenia detektora wynosita 230 nm, a emisji 312 nm.

Jako faze ruchoma zastosowano mieszanine 5% octa-
nu trietyloamonowego i metanolu (80:20, v/v). Szybko§¢
przeptywu fazy wynosita 1 ml/min.

2.3. Roztwory standardowe i kontrolne
2.3.1. Roztwory standardowe

Roztwor podstawowy R- i S-verapamilu (60 pg/ml)
byt przygotowany przez rozpuszczenie odpowiednie;j ilos-
ci tych zwiazkow w wodzie destylowanej i przetrzymywa-
ny w porcjach po 200 pl w temperaturze —20°C. Roztwory
robocze analitow byly przygotowane przez rozcienczenie
roztworu podstawowego faza ruchoma w celu uzyskania
stezen od 100 ng/ml do 4 pg/ml. Tak przygotowane roz-
twory byly dodawane do surowicy (wolnej od lekdw)
w celu otrzymania roztworéw wzorcowych (krzywa
wzorcowa) o stezeni kazdego z enancjomeroéw verapami-
lu od 2,5 do 200 ng/ml.

Roztwor podstawowy oksprenololu — standardu
wewngtrznego (IS) o stezeniu 1 mg/ml — byt przygotowa-
ny w etanolu i nastgpnie rozcienczony faza ruchoma do
uzyskania stgzenia roboczego (100 pg/ml).

Proby kontrolne enancjomeréw verapamilu wyko-
rzystywane w procesie walidacji metody przygotowano
przez dodanie do surowicy wolnej od lekéw badanych
zwiazkow u ilosciach powodujacych otrzymanie stezen
23,751 150 ng/ml.

2.3.2. Przygotowanie probek do oznaczen

Do wszystkich probek wzorcowych, kontrolnych
i badanych (1,0 ml surowicy) dodawano 200 ul 3,5 M
NaOH i 100 ul IS o stezeniu 100 pg/ml, po czym mie-
szano przez 30 sekund. Nastgpnie do probek dodawano
6 ml heksanu i wytrzasano przez 30 min. Po tym czasie
préby wirowano (2500 rpm) przez 10 min. Pobrana war-
stwe organiczna odparowywano do sucha w strumieniu
azotu w temperaturze pokojowej. Po odparowaniu pozos-
tato§¢ rozpuszczano w 200 pl fazy ruchomej i 100 pl
probki wprowadzano do dozownika aparatu.

2.3.3. Proby biologiczne

Probki krwi z materialu sekcyjnego otrzymano z In-
stytutu Ekspertyz Sadowych w Krakowie. Probki surowi-
cy od osob zatrutych zostaly przystane do rutynowych
badan laboratoryjnych prowadzonych w Zakladzie Tok-
sykologii Analitycznej i Terapii Monitorowanej CM UJ

w Krakowie. Proby surowicy (pacjenci leczeni verapami-
lem) byly pobrane w stanie stacjonarnym od pacjentow,
ktérym podawano lek w dawce 120 mg co 6 godzin.
Wszystkie badania (u oséb zywych) byly wykonane dla
celow diagnostycznych.

3. Wiyniki i ich dyskusja

Rozdziat izomeréw verapamilu zostat przeprowadzo-
ny na kolumnie ChiraDex. Kolumna ta jest wypetniona
sferycznymi czastkami zelu krzemionkowego pokrytymi
zwiazana kowalencyjnie B-cyklodekstryng. Cyklodek-
stryny to naturalne oligosacharydy z miejscami hydrofo-
bowymi kompleksujacymi substancje organiczne w $ro-
dowisku wodnym. Te wlasciwosci [B-cyklodekstryn
zwiazane z chiralng czasteczka glukozy umozliwiajg ich
uzycie do stereoselektywnego rozdzialu chromatogra-
ficznego. Zaleta fazy ChiraDex jest mozliwos¢ stosowania
bardzo prostych sktadnikéw w fazie ruchomej; najczesciej
sa to mieszaniny metanolu i buforu fosforanowego lub
octanu trietyloamonowego. Wybor rozpuszczalnika or-
ganicznego ma duzy wplyw na zdolnos¢ rozdzielcza tej
fazy stacjonarnej. Wraz ze wzrostem polarnosci rozpusz-
czalnika organicznego (metanol > etanol > acetonitryl)
rozdzial stereoizomerow ulega poprawie; wptywa na nie-
go rowniez rowniez dodatek buforow lub octanu trietylo-
amonowego.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze do rozdziatu
enancjomerow verapamilu najlepsza faza ruchoma to
mieszanina 5% octanu trietyloamonowego i metanolu
w stosunku objgtosciowym 80:20, ktorej pH wynosi 4,5.
W tych warunkach izomery verapamilu rozdzielaty si¢
wigcej niz w 60%. Czas retencji R-verapamilu wynosit
11,7 min, a S-verapamilu 10,8 min. Czas retencji stan-
dardu wewnetrznego byl krétszy i wynosil 4,4 min.
Przyktadowy rozdziat chromatograficzny enancjomerow
verapamilu przedstawia rycina 1.

W celu wyznaczenia parametrow precyzji i odzysku
metody (substancja wzorcowa byta dodana do probek po
ekstrakcji) wyznaczono zakres liniowo$ci metody. Kalib-
racje przeprowadzono przez wyznaczenie st¢zenia do-
danych do surowicy niezawierajacej lekow obu enan-
cjomeréw verapamilu w ilosciach pozwalajacych na
osiagnigcie stezen w zakresie 2,5-200 ng/ml. Rownania
regresji 1 wspolczynniki korelacji dla tych krzywych
maja postaé: y = 0,0085x + 0,00117 (+* = 0,982) dla
R(+)-verapamilu, a y = 0,0083x + 0,0013 (** = 0,981)
dla S(-)-verapamilu. Wysokie wspdtczynniki korelacji
dla obu izomerow verapamilu potwierdzaja przydatnos¢
opracowanej metody do ich oznaczania w materiale bio-
logicznym.

Granica wykrywalno$ci (LOD), za ktdrg przyjgto sto-
sunek sygnatu do szuméw 3:1 (S/N) dla R(+)-verapami-
lu, wynosita 0,7 ng/ml, a dla S(—)-verapamilu 0,6 ng/ml.
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Jako limit oznaczalno$ci metody przyjeto najnizsze ste-
zenie na krzywej kalibracyjnej (tabela I).

W tabeli I przedstawiono wyznaczong powtarzalno$¢
metody pomigdzy dniami dla trzech réznych poziomow
stezen (25, 75, 150 ng/ml) badanych enancjomerow.

Wzgledny wspodtczynnik zmiennosci dla izomeru R
wynosit od 3,4% do 7,8%, a dla izomeru S verapamilu
wahat si¢ od 3,1% do 7,8%. Powtarzalno$¢ w ciagu dnia
wyznaczono poprzez czterokrotne oznaczenie stgzenia
enancjomeréw werapamilu w probie o tym samym stg-
zeniu zadanym. Uzyskane wyniki przedstawia tabela I.

Badania odzysku wykazaty, ze dla R-verapamilu wy-
nosion od 95,0 do 114,4%, a dla S-verapamilu od 93,3 do
115,2%.

Opracowana metod¢ zastosowano do oznaczen
enancjomeréw verapamilu w probach rzeczywistych.
W prébie krwi pobranej ze zwlok osoby $miertelnie za-
trutej verapamilem st¢zenie S(—) i R(+) verapamilu wy-
nosito odpowiednio 4720 ng/ml i 5610 ng/ml. W suro-
wicy 0sob ostro zatrutych preparatem zawierajacym ve-
rapamil w momencie przyjecia ich do szpitala stezenie
izomeru S-verapamilu wynosito 810 ng/ml, a R-verapa-
milu 2252 ng/ml. Po uplywie 72 godzin st¢zenia te wy-
nosity odpowiednio 24 i 113 ng/ml. W trzech przypad-
kach, w ktorych verapamil podawano w celach terapeuty-
cznych, stezenie S-verapamilu wynosito 59 ng/ml,
48 ng/ml i 70 ng/ml, a R-verapamilu 215 ng/ml,
226 ng/ml oraz 265 ng/ml.

4. Whnioski

Opracowana metoda oznaczania enancjomerow ve-
rapamilu w materiale biologicznym (krew, surowica)
z zastosowaniem oksprenololu jako wzorca wewngtrzne-
go charakteryzuje si¢ duza czuto$cia, a parametry walida-
cyjne tej metody (liniowos¢, powtarzalno$é, odzysk) po-
twierdzaja jej przydatnos¢ do rutynowego stosowania.
Moze ona by¢ wykorzystana zarowno do oznaczania sto-
sunkowo niskich st¢zen enancjomerow verapamilu ob-
serwowanych po podaniu dawek terapeutycznych, jak
i wysokich stezen w przypadku zatrué (ostrych, $mier-
telnych) preparatami zawierajacymi verapamil.
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