
1. In tro duc tion

Bencyclane (3-[(1-benzylcycloheptyl)-oxy]-N,N-
dimethylpropylamine, mo lec u lar mass = 289 amu), is
an ac tive in gre di ent of Halidor® and Fludilat®. It is
a vasodilator and acts spasmolytically on smooth mus -
cles. It is mainly used for treat ment of pe riph eral and
ce re bral cir cu la tion dis or ders as well as in gas tro in tes -
ti nal and uri nary sys tem spasms. Ad verse ef fects in -
clude head aches and diz zi ness, hal lu ci na tion, sleep-
lessness and speech dis or ders. Bencyclane is readily
ab sorbed from the gas tro in tes ti nal tract. Its bi o log i cal
half-life is 8–12 hours. The max i mal daily ther a peu tic
dose is 600 mg [6]. 

The ba sic anal y sis which should be per formed in
cases where acute or fa tal in tox i ca tion is sus pected is
de ter mi na tion of the drug in blood. How ever, there are
no lit er a ture ref er ence data on ther a peu tic and toxic

bencyclane lev els in blood. No fa tal in tox i ca tion cases
have been men tioned ei ther. The avail able lit er a ture
de scribes de ter mi na tion of bencyclane only in urine of
pa tients who were ad min is tered this drug in ther a peu -
tic doses. De ter mi na tion was per formed us ing gas chro -
ma tog ra phy cou pled with mass spec trom e try [4]. Ben -
cyclane was also mea sured in se rum by GC-NPD [1]
and GC-FID [3]. The use ful ness of in fra red spec -
trophotometry in qual i ta tive anal y sis of bencyclane in
phar ma ceu ti cal prep a ra tions and spiked in ter nal or gan
tis sues was also stud ied [2]. How ever, no pa pers on
de ter mi na tion of bencyclane by high per for mance liq -
uid chro ma tog ra phy cou pled with mass spec trom e try
have been pub lished. There fore the aim of this study
was to de velop a method for de ter mi na tion of
bencyclane in post-mor tem ma te rial with the ap pli ca -
tion of high per for mance liq uid chro ma tog ra phy cou -
pled with mass spec trom e try.
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The pre sented method was ap plied to qual i ta tive
and quan ti ta tive de ter mi na tion of bencyclane in
post-mor tem spec i mens col lected from the corpse of
a young fe male who had com mit ted sui cide by in take
of an un known quan tity of Halidor®. Empty pack ages
of this drug were found near the corpse of the woman
in her flat. The De part ment of Fo ren sic Med i cine was
in formed of pre vi ous sui cide at tempts by the de ceased.

On the ba sis of the au topsy and the histo patho -
logical ex am i na tion re sults of the in ter nal or gan tis -
sues, cir cu la tory and re spi ra tory fail ure was as sumed
as the cause of death. How ever, no di rect cause of this
fail ure was de ter mined. In or der to find the di rect
cause of death, blood, liver, kid ney and brain tis sues
were col lected for tox i co log i cal anal y ses.

2. Ma te ri als and meth ods

Pe riph eral blood sam ples, liver, kid ney and brain
tis sues con sti tuted the ma te ri als for anal y sis. Blood
lyophilisate (LGC Promochem) and bencyclane-free
liver, kid ney and brain tis sues were also used for pre -
par ing stan dard sam ples. For de ter mi na tion of ben-
cyclane, bi o log i cal ma te rial was ex tracted with aceto-
nitrile in an ul tra sound bath for 2 hours. In ter nal or -
gans tis sues were ho mogen ised be fore hand. The ex -
tracts were evap o rated un der ni tro gen at 40°C. The

res i dues were re con sti tuted in meth a nol. Stan dard
sam ples were made by for ti fi ca tion of blank blood,
liver, kid ney and brain with bencyclane to achieve
a con cen tra tion of 3 µg/ml (µg/g). These sam ples were 
pre pared in or der to eval u ate the ex trac tion ef fi ciency.

Qual i ta tive and quan ti ta tive anal y ses were per for -
med us ing a liq uid chromatograph cou pled with a mass 
spec trom e ter equipped with a qua dru ple mass analyser 
(Agilent Tech nol o gies, Waldbronn, Ger many). For
chro mato graphic sep a ra tion, a Zorbax Eclipse XDB –
C18 (150 ́  4.6 mm, 5 µ) col umn was used. The mo bile 
phase con sisted of acetonitrile (55% v/v) and 0.1%
trifluoroacetic acid (45% v/v). The flow of the mo bile
phase was 0.5 ml/min. The mass spec trom e ter was op -
er ated in at mo spheric pres sure electrospray ion is ation
mode (API-ES). The de tec tor worked in pos i tive ion is -
ation mode. The mass de tec tor pa ram e ters were as fol -
lows: fragmentor volt age 70 V, cap il lary volt age 4 kV, 
ni tro gen flow rate 13 l/min, ni tro gen tem per a ture 250°C,
nebulizer pres sure 30 psig. The anal y sis was car ried
out in se lected ion mon i tor ing mode. A pseudo mo -
lecular ion of m/z = 290 was mon i tored.

3. Re sults

Fig ure 2 shows ex am ple LC-MS chromatograms of 
bencyclane stan dard (A), ex tract of bencyclane-free
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Fig. 1. LC-MS chromatograms of: a – bencyclane stan dard; b – ex tract of blank blood; c – ex tract of blood spiked with
bencyclane; d – nat u ral blood sam ple ex tract.



blank blood sam ple (B), blood sam ple spiked with
bencyclane (C) and ex tract of blood spec i men taken
from the body of the de ceased (D). The re ten tion time
of bencyclane un der the de scribed con di tions was
5.9 min. 

Val i da tion pa ram e ters of the pre sented method of
bencyclane de ter mi na tion are shown in Ta ble I. The
lin ear ity of the cal i bra tion curve was de ter mined in the 
range of 0.06–12.5 µg/ml. The value of the cor re la tion
co ef fi cient R2 was 0.997. The limit of de tec tion was
0.006 µg/ml. Re cov er ies of bencyclane from bi o log i -
cal ma te rial are pre sented in Ta ble II. The de vel oped
method was ap plied to de ter mi na tion of bencyclane in
a bi o log i cal spec i men col lected from the corpse of
a fe male who in gested an un known quan tity of
Halidor®. The achieved re sults are pre sented in Ta -
ble III.

TA BLE II. RE COV ERY VAL UES OF BENCYCLANE FROM

BI O LOG I CAL SAM PLES

Bi o log i cal sam ples
(n = 3)

Mean re cov ery of
bencyclane
[%]

Blood 89.9 ± 1.8

Liver 71.2 ± 2.2

Kid ney 89.2 ± 1.0

Brain 83.7 ± 4.3

TA BLE III. CON CEN TRA TION OF BENCYCLANE IN BI -

O LOG I CAL SAM PLES

Bi o log i cal sam ple Con cen tra tion of
bencyclane
[µg/ml, µg/g]

Blood 3.80

Liver 2.80

Kid ney 3.80

Brain 4.10

4. Dis cus sion

From the rel e vant lit er a ture, it tran spires that sol -
vents such as isooctane [1] and a mix ture of di chloro -
methane, isopropanol and ethyl ac e tate (1:1:3) [4]
have been used for the ex trac tion of bencyclane.
Bencyclane has only been ex tracted from urine and se -
rum, but no re cov ery mea sure ment re sults are pre -
sented. More over, there is a lack of in for ma tion on the
ex trac tion method of this sub stance from post-mor tem
ma te rial such as blood and in ter nal or gan tis sues. In
our study, bencyclane was ex tracted from blood, liver,
kid ney and brain tis sues with acetonitrile. The per -
formed ex per i ments show that the re cov er ies of
bencyclane from bi o log i cal sam ples achieved with
acetonitrile ex trac tion are higher than 71.2%.

The fi nal stage mea sure ments were per formed by
high per for mance liq uid chro ma tog ra phy cou pled
with mass spec trom e try. The pre sented method is se -
lec tive and en ables the de tec tion of bencyclane at
a level of 0.006 µg/ml and quan ti fi ca tion within a wide 
range of con cen tra tions. The de vel oped method was
ap plied to tox i co log i cal anal y sis of blood, liver, kid -
ney and brain tis sues col lected from the corpse of a fe -
male who had com mit ted sui cide by in ges tion of an
un known quan tity of the drug Halidor®.

Be cause there is a lack of sci en tific re ports on in -
tox i ca tion by this drug, it is im pos si ble to com pare the
re sults with lit er a ture data. There fore, it is also im pos -
si ble to eval u ate un equiv o cally whether the de ter -
mined con cen tra tions of bencyclane cor re spond to
a toxic or le thal dose in take.

5. Sum mary

The pre sented method of iso la tion of bencyclane
gives sat is fac tory re cov ery val ues (above 71.2%). The
de vel oped method of de ter mi na tion of bencyclane
 allows de tec tion of this com pound at a level of
0.006 µg/ml and quan ti fi ca tion in a range of 0.06–
12.5 µg/ml. 
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TA BLE I. VAL I DA TION PA RAM E TERS

Lin ear ity
[R2]

LOD
[µg/ml]

LOQ
[µg/ml]

Intra day pre ci sion [CV%]
(n = 3. 3 µg/ml)

Day to day pre ci sion [CV%]

(n = 3 ´ 3.3 µg/ml)

0.997 0.006 0.06–12.5 7.8 8.2



The method pre sented in this pa per can be ap plied
rou tinely to qual i ta tive and quan ti ta tive anal y sis of
bencyclane in bi o log i cal ma te rial.
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1. Wst êp

Ben cyk lan (3-[(1-ben zyl ocy klo hept ylo)-oksy]-N,N-
dime tyl opr opyl oam ina, masa cz¹stecz kowa = 289) jest
sk³ad nik iem czyn nym prep aratów Ha lid or® i Flu dil at®.
Jest to lek o dzia³aniu spa zmol ity cznym na miê œnie g³ad -
kie oraz roz szer zaj¹cym na czyn ia kr wion oœne. Sto sow a -
ny jest g³ówn ie w za bur zeni ach kr¹¿e nia ob wod owe go
i móz gow ego oraz w sta nach skur czow ych prze wodu po -
karm owe go oraz dróg mo czow ych. Sp oœród dzia³añ nie -
po¿¹da nych wy mieniæ na le¿y bóle i za wroty g³owy,
ha luc yna cje, omamy, bezs ennoœæ oraz za bur zenia mowy. 
Ben cyk lan szyb ko wch³ania siê z prze wodu po karm owe -
go. Bio log iczny okres jego pó³trwa nia wy nosi 8–12 go -
dzin. Mak sym alna dzien na daw ka te rap euty czna wy nosi
600 mg [6]. Pod staw owym ba dan iem w przy padku  po -
dej rzeñ zatr uæ ostrych i œmiertelnych jest oznac zenie
stê¿e nia leku we krwi. Na tom iast w do stê pnej li ter atu rze
przed miotu bra kuje da nych od noœnie do st ê¿eñ  tera -
peutycznych oraz tok syczn ych ben cyk lanu we krwi. Nie
od not owa no ró wni e¿ za truæ œm ier tel nych tym lekiem.

Jak wy nika z do stê pnego pi œmi ennictwa, ben cyk lan
oznac zano do tychc zas je dyn ie w mo czu osób przyj mu -
j¹cych ten lek w daw kach te rap euty cznych.  Ozna czenia
prze prow adz ono z wy kor zyst aniem chro mat ogr afii ga -
zow ej sp rzê ¿onej ze spek trom etr em mas [4]. Ben cyk lan
oznac zano równi e¿ w su row icy me tod¹ GC-NPD [1] oraz 
GC-FID [3]. Pro wad zono tak ¿e ba dan ia nad przyd at -
noœci¹ spek trof oto met rii w pod czerw ieni do jak oœcio wej
anal izy ben cyk lanu w pre par ata ch far mac euty cznych
i wy cin kach narz¹dów we wnêt rznych wzbo gac ony ch
bency klan em [2]. 

Bra kuje na tom iast do nie sieñ na te mat oznac zania
ben cyk lanu me tod¹ wy sok osp rawnej chro mat ogr afii cie -
czow ej spr zê¿o nej ze spek trom etr em mas. W zwi¹zku
z tym, ce lem pre zent owa nej pra cy by³o oprac owa nie
 metody oznac zania ben cyk lanu w ma ter iale sek cyjn ym
z  wyko rzystaniem me tody wy sok osp rawnej  chromato -
grafii cie czow ej spr zê¿o nej ze spek trom etr em mas.

Przed staw ion¹ metodê wy kor zyst ano do oznac zenia
jakoœ ciow ego i iloœc iowe go ben cyk lanu w ma ter iale sek -
cyjn ym po bran ym ze zw³ok m³odej ko biety, kt óra w ce -
lach sa mobójczych sp o¿y³a nie znan¹ ilo œæ leku Ha lid or®.
Przy zw³okach ko biety ujawn iony ch w miesz kan iu zna -
lez iono pu ste opak owa nia po tym leku. Z in form acji
prze kaz any ch do zak³adu me dyc yny s¹do wej wy nika³o,
¿e de natka w przesz³oœci po dejm owa³a pr óby sa mob ój -
cze. W oparc iu o wy niki ba dan ia sek cyjn ego zw³ok oraz

wy niki ba dañ hi stop ato log icz nych wy cink ów narz¹dów
we wnêt rzn ych pr zyjê to, ¿e przy czyn¹ zgo nu by³a nie -
wydolnoœæ kr¹¿en iowo-od dec howa. Nie ok reœ lono jed -
nak bez poœredniej przy czyny tej¿e niew ydol noœci. W ce -
lu wyja œnie nia przy czyny zgo nu do bad añ tok syk olo gic z -
nych za bezp iecz ono krew oraz wy cinki w¹tro by, ner ki
i móz gu.

2. Ma ter ia³ i me tody

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³y pró by krwi ob wod owej,
wy cinki w¹tro by, ner ki i móz gu. Wy kor zyst ano ró wni e¿
lio fil izat krwi (LGC Pro moc hem) oraz wol ne od  bency -
klanu wy cinki w¹tro by, ner ki i móz gu do przy got o wa nia
prób mo del owy ch. 

W celu oznac zenia ben cyk lanu ma ter ia³ bio log iczny
eks trah owa no acet oni try lem w ³aŸni ultr adŸ wiê kowej przez
2 go dziny. Wy cinki narz¹dów we wnêt rznych uprzedn io
ho mog eni zow ano. Otrzym ane eks trakty od par owa no
w stru mieniu azotu w tem per atu rze 40°C. Po zos ta³oœæ
roz puszc zono w me tan olu. 

Pró by mo del owe przy got owa no przez obci¹¿enie krwi
re fer ency jnej oraz wy cin ków w¹tro by, ner ki i móz gu
ben cyk lanem w taki spo sób, by otr zym aæ stê ¿en ie 3 µg/ml
(µg/g). Pró by przy got owa no w celu oceny wyda jnoœci
eks trakc ji.

An ali zê ja koœ ciow¹ i il oœc iow¹ prze prow adz ono
z wy kor zyst aniem chro mat ogr afu cie czow ego spr zê¿o -
nego ze spek trom etr em mas wypo sa¿o nym w anal iza tor
kwa drup olo wy (Agil ent Tech nol ogi es, Wald bronn,
Niem cy). Do prze prow adz enia anal izy chro mat ogr afic z -
nej wy kor zyst ano ko lum nê chro mat ogr afic zn¹ Zor bax
Ec lipse XDB – C18 (150 ́  4,6 mm, 5 µ). W sk³ad fazy ru -
chom ej wcho dzi³ acet oni tryl (55% v/v) oraz 0,1% wod ny
roz twór kwa su tri fluo rooc towego (45% v/v). Przep³yw
fazy ru chom ej wy nosi³ 0,5 ml/min. W spek trom etr ze mas 
za stos owa no me todê jo niz acji przez roz pyl anie w polu
elekt rycznym pod ciœni eniem at mosf ery cznym (API-ES). 
De tekt or pra cowa³ w try bie jo niz acji do datn iej.  Para -
metry de tekt ora ma sow ego by³y na stê puj¹ce: na piê cie
frag ment ora 70 V, napi êcie ka pil ary 4 kV, przep³yw N2

13 l/min, tem per atu ra N2 250°C, ciœ nie nie ne bul ize ra
30 psig. An ali zê prze prow adz ono w try bie  monitorowa -
nia po jed yncz ych jo nów. Mo nit oro wano jon  pseudo mo -
lekularny o wa rto œci m/z = 290.
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3. Wy niki

Na ry cin ie 2 przed staw iono przyk³ad owe chro mat o -
gr amy uzys kane w wy niku anal izy LC-MS wzor ca ben -
cyk lanu (A), eks traktu pró by mo del owej krwi nie za wie-
raj¹cej ben cyk lanu (B), eks traktu pró by mo del owej krwi
obci¹¿o nej ben cyk lanem (C) oraz eks traktu krwi  pobra -
nej ze zw³ok (D). Czas re tenc ji ben cyk lanu w opis any ch
wa runk ach wy nosi³ 5,9 min. 

Pa ram etry wa lid acy jne pre zent owa nej me tody  ozna -
czania ben cyk lanu przed staw iono w ta beli I. Li nio woœæ
krzy wej ka lib racy jnej ben cyk lanu ba dano w za kres ie stê -
¿eñ 0,06–12,5 µg/ml. Wspó³czyn nik ko rel acji R2 wy nosi³ 
0,997. Li mit wy krywalnoœci wy nosi³ 0,006 µg/ml. War -
to œci od zys ku ben cyk lanu z ba dan ego ma ter ia³u  biolo -
gicznego przed staw iono w ta beli II. Oprac owan¹ metodê
wy kor zyst ano w celu oznac zenia po ziomu ben cyk lanu
w ma ter iale bio log icznym po bran ym ze zw³ok ko biety,
kt óra sp o¿y³a nie znan¹ ilo œæ leku Ha lid or®. Otrzym ane
wy niki przed staw iono w ta beli III.

4. Dys kus ja wyn ików

Jak wy nika z da nych za wart ych w li ter atu rze przed -
miotu, do izol owa nia ben cyk lanu sto sow ano ta kie roz -
puszc zalni ki, jak izoo ktan [1], a tak¿e mies zan inê di-
chlo rom eta nu, izop ropa nolu i octa nu etylu (1:1:3) [4].
Ben cyk lan eks trah owa no je dyn ie z mo czu i su row icy, nie 
po daj¹c jed nak war toœci od zys ku. Po nadto brak jest da -
nych na te mat spo sobu izol owa nia tej sub stanc ji z  ma -
teria³u sek cyjn ego ta kiego jak krew oraz wy cinki na-
rz¹dów we wnêt rznych. 

W ni niejs zej pra cy ben cyk lan izol owa no z krwi oraz
wyci nków w¹tro by, ner ki i móz gu przy u¿y ciu acet oni -
try lu. Prze prow adz one ba dan ia do wodz¹, ¿e za stos owa -
nie acet oni try lu do eks trakc ji ben cyk lanu za pewn ia od -
zysk tego zwi¹zku z prób bio log iczny ch pow y¿ej 71,2%.

Do ozn acz eñ koñ cow ych w pre zent owa nej pra cy za -
stos owa no me todê wy sok osp rawnej chro mat ogr afii cie -
czow ej spr zê¿o nej ze spek trom etr em ma sow ym. Przed -
sta wiona me toda jest se lekt ywna i um o¿li wia wy kryc ie
tego zwi¹zku na po ziom ie 0,006 µg/ml oraz na jego  iloœ-
cio we oznac zenie w sze rok im za kres ie st ê¿eñ.

Oprac owan¹ metodê wy kor zyst ano do  przeprowa -
dze nia badañ tok syk olo gic znych krwi oraz wyc ink ów
w¹tro by ner ki i móz gu po bran ych ze zw³ok ko biety, kt óra 
sp o¿y³a nie znan¹ ilo œæ leku Ha lid or®. Z uwagi na brak
doni esieñ do tycz¹cych za truæ tym le kiem, otrzym any ch
wyników nie mo¿na skonfr ont owaæ z da nymi za wart ymi
w li ter atu rze. W zwi¹zku z tym nie ma ró wni e¿ mo ¿li -
woœ ci jed noz nacznej oceny, czy oznac zone stê¿e nia ben -
cyk lanu od pow iadaj¹ pr zyj êciu tego leku w daw ce tok -
sycz nej czy te¿ œmiertelnej.   

5. Pod sum owa nie

Przed staw iona me toda izol owa nia ben cyk lanu z ma -
ter ia³u bio log iczne go daje za dow alaj¹ce wa rto œci od zys -
ku (po wy¿ ej 71,2%). Oprac owa na me toda oznac zania
ben cyk lanu po zwala na wy kryc ie tego zwi¹zku na po -
ziom ie 0,006 µg/ml oraz na il oœci owe oznac zenie w za -
kres ie 0,06–12,5 µg/ml. 

Za prez ento wan¹ w ni niejs zej pra cy met odê mo¿ na ru -
tyn owo st oso waæ do oz nac zeñ ja koœ cio wych i iloœ cio -
wych ben cyk lanu w ma ter iale biologicznym.
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