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Разработана методика количественного определения верапа-
мила в крови и моче. В качестве изолирующего агента для извлече-
ния верапамила из биологических жидкостей предложен ацетон. 
Для идентификации и количественного определения верапамила в 
извлечениях из крови и мочи применены методы ТСХ, хромато-масс-
спектрометрии и УФ-спектрофотометрии. Методика позволяет 
идентифицировать и определять в извлечениях из крови до 97,15%, 
а из мочи до 98,86% верапамила. Минимально выявляемые количе-
ства верапамила в 100 г этих биожидкостей составляют соответ-
ственно 0,25 и 0,08 мг.

Ключевые слова: верапамил, биологические жидкости, 
идентификация, определение.

Верапамил (альфа-[3-[[2-(3,4-диметокси-

фенил)этил]метиламино]про-пил]-3,4-

диметокси-альфа-(1-метилэтил) бензолацетони-

трил) является одним из основных препаратов 

группы блокаторов кальциевых каналов. Он обла-

дает антиаритмической, антиангинальной и анти-

гипертензивной активностью. Препарат снижает 

потребность миокарда в кислороде за счет сниже-

ния сократимости миокарда и уменьшения частоты 

сердечных сокращений. Вызывает расширение ко-

ронарных сосудов сердца и увеличивает коронар-

ный кровоток [2, 6]. По физическим свойствам ве-

рапамил – бесцветный кристаллический порошок с 

температурой плавления 146°С, хорошо растворим в 

этиловом спирте и воде, практически нерастворим 

в эфире [2, 4].

Верапамил достаточно токсичен для теплокров-

ных животных и человека. LD
50

 для крыс при внутри-

венном введении составляет 16 мг/кг, при внутриже-

лудочном введении – 341 мг/кг [4, 5]. Есть данные о 

случаях отравления людей верапамилом, в том числе 

с летальным исходом [3].

Токсические свойства, широкое применение рас-

сматриваемого соединения, наличие случаев леталь-

ного отравления делают его потенциальным объек-

том судебно-химического исследования. Вопросы 

идентификации и количественного определения ве-

рапамила в биологических жидкостях разработаны 

недостаточно.

Цель настоящего исследования – разработка ме-

тодики идентификации и количественного определе-

ния верапамила в крови и моче.

Экспериментальная часть
Объект исследования – верапамил, соответству-

ющий требованиям НД 42-5047-01 и дополнитель-

но очищенный путем перекристаллизации из хлоро-

форма. 

Рассматривалась возможность применения аце-

тона в качестве изолирующего агента для извлече-

ния верапамила из биожидкостей человека. Экспери-

менты проводили на модельных смесях верапамила с 

кровью или мочой, которые выдерживали 1,5 ч при 

температуре 16–18°С в темном месте [1]. Исследова-

ли зависимость степени извлечения анализируемого 

вещества из той или иной биожидкости ацетоном от 

кратности настаивания, ее продолжительности, ко-

личественного соотношения изолирующего агента и 

биологического материала.

Извлечения хроматографировали на пласти-

нах «Сорбфил» ПТСХ-АФ-В-УФ, подвижная фаза 

– гексан–ацетон (2:8). Хроматограммы проявляли 

в УФ-свете. Анализируемое вещество идентифици-

ровали по величине Rf вещества-свидетеля и элюи-

ровали с сорбента этиловым спиртом. По величине 

оптической плотности элюата, измеряемой в области 

максимума наиболее длинноволновой полосы, рас-

считывали количественное содержание верапамила, 

используя уравнение калибровочного графика. 

Для очистки верапамила, выделенного из биоло-

гического материала, использовали хроматографию 

низкого давления в колонке 490×11 мм с сорбентом 

«Силасорб С-18» (размер частиц – 30 мкм). Изучали 

хроматографическое поведение анализируемого ве-

щества при использовании полярных элюентов (сме-

сей ацетонитрила с водой или водными растворами 

различной реакции). Элюаты собирали фракциями 

по 2 мл каждая. Обнаружение верапамила во фракци-

ях элюата осуществляли методом тонкослойной хро-

матографии (ТСХ), используя пластины «Сорбфил» и 

подвижную фазу гексан–ацетон (2:8).
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Для подтверждающей идентификации верапа-

мила применяли хромато-масс-спектрометрию (ГХ 

МС). Использовали газовый хроматограф Agilent 

Technologies 6890N с масс-селективным квадруполь-

ным детектором 5973N. Процесс хроматографирова-

ния осуществляли в колонке DB-1MS с неподвижной 

жидкой фазой диметилполисилоксана (длина колон-

ки – 30 м, внутренний диаметр – 0,25 мм, толщи-

на пленки фазы – 0,25 мкм). Масс-селективный де-

тектор работал в режиме электронного удара (70 эВ). 

Обнаружение содержащихся веществ выполняли в 

режиме регистрации по полному ионному току (ди-

апазон сканирования – 40–550 m/z). 

Для подтверждающей идентификации и количе-

ственного определения анализируемого соединения 

применяли метод Уф-спектрофотометрии.

Оптимальные условия для извлечения верапами-

ла из биожидкостей ацетоном: двукратное настаива-

ние с изолирующим агентом, массовое соотношение 

изолирующей жидкости и биологического объекта на 

каждом этапе настаивания как минимум 2:1, продол-

жительность контакта изолирующего агента и био-

жидкости в каждом случае не менее 30 мин.

Исследование хроматографического поведе-

ния верапамила в колонке с сорбентом «Силасорб 

С-18» показало, что при использовании подвиж-

ной фазы ацетонитрил–вода (9:1) верапамил при-

сутствует во фракциях элюата с 14 по 17 включи-

тельно (27–34 мл).

При определении верапамила методом (ГХ МС) 

объем вводимой пробы составлял 1 мкл, проба вво-

дилась в режиме без деления потока, задержка – 3 

мин. Газом-носителем служил гелий, подаваемый со 

скоростью 39 см3/с. Начальная температура термо-

стата колонки составляла 80°С, которая выдержива-

лась в течение 2 мин, после чего осуществляли нагре-

вание до 250°С со скоростью 40°С/мин. Время при 

конечной температуре – 6 мин. Температура инжек-

тора – 280°С, температура интерфейса детектора – 

300°С. Исследования в предлагаемых условиях пока-

зали, что на газо-жидкостной хроматограмме анали-

зируемого соединения обнаруживается пик с време-

нем удерживания 13,4 мин.

Масс-спектр вещества, соответствующего дан-

ному пику, включает сигналы ряда осколков с харак-
терными массами (58, 84, 107, 130, 151, 177, 260, 303). 
Основным (масса которого принимается за 100%) яв-

ляется осколок с массой 303. Подобное сочетание ха-

рактерных осколков вещества с временем удержи-

вания 13,4 мин позволяет с достаточной степенью 

селективности идентифицировать анализируемое ве-

щество как верапамил. 

Исследование особенностей светопоглощения 

верапамила в УФ- и видимой областях показало, что 

оптимальные условия определения могут быть до-

стигнуты при таком растворителе, как этиловый 

спирт. Поглощение верапамила в данной системе ха-

рактеризуется наличием 3 характерных полос с мак-

симумами при 205 и 232 и 282 нм. Для количественно-

го определения верапамила измерения осуществляли 

в области 282 нм. Открываемый минимум верапа-

мила спектрофотометрическим методом составлял 

2,5 мкг в 1 мл фотометрируемого раствора. Сравнение 

УФ-спектров стандартного верапамила и верапами-

ла, выделенного из биологического материала, пока-

зало отсутствие дополнительных полос или заметно-

го увеличения фонового поглощения (см. рисунок). 

При этом основные оптические характеристики ве-

рапамила, выделенного из биологических объектов, 

совпадали с соответствующими параметрами стан-

дартного вещества.

Установлено наличие линейной зависимости 

между оптической плотностью (А) и содержанием 

верапамила в фотометрируемом растворе (С, мкг/

мл) в интервале концентраций 5,00–120,00 мкг/мл. 

Уравнение калибровочного графика имеет вид: А = 

0,010202·С-0,001794.

Относительная ошибка среднего результата при 

определении верапамила методом спектрофотоме-

трии не превышала 1% (n=6; р=0,95).

На основе результатов предварительных исследо-

ваний разработана методика определения верапами-

ла в биологических жидкостях.

Изолирование верапамила из биожидкостей. К 10 г 

крови или мочи прибавляли 20 г ацетона и выдержи-

вали полученную смесь в течение 30 мин при пере-

мешивании. Полученное извлечение отделяли, а про-

цесс настаивания повторяли. Отдельные извлечения 

объединяли в выпарительной чашке и испаряли рас-

творитель в токе воздуха при комнатной температуре 

до получения сухого остатка.

УФ-спектры верапамила: 
1 – изолированного из мочи; 2 – изолированного 

из крови; 3 – стандартного вещества (0,006%)
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Очистка извлечения. Сухой остаток растворяли в 

2,7 мл ацетонитрила, к раствору прибавляли 0,3 мл 

воды, полученный раствор вносили в стеклянную 

хроматографическую колонку размером 490×11 мм, 

предварительно заполненную 7,5 г сорбента «Сила-

сорб С-18» (размер частиц – 30 мкм). Хроматографи-

рование осуществляли, используя в качестве элюента 

систему растворителей ацетонитрил–вода (9:1). Элю-

ат собирали отдельными фракциями по 2 мл каждая. 

Верапамил обнаруживали во фракциях методом ТСХ: 

пластины «Сорбфил» ПТСХ-АФ-В-УФ, подвижная 

фаза гексан–ацетон (2:8). Фракции с 14 по 17 вклю-

чительно объединяли, испаряли в токе воздуха при 

температуре 16–22°С. Остаток растворяли в 5 мл эти-

лового спирта.

В 2 выпарительные чашки вносили соответствен-

но 0,1–2,0 и 1,0–2,5 мл этанольного раствора и испа-

ряли растворитель.

Предварительная идентификация методом ТСХ. 
Остаток в чашке 1 растворяли в небольшом количе-

стве этанола и количественно переносили раствор 

на линию старта хроматографической пластины 

«Сорбфил» и осуществляли процесс хроматогра-

фирования с применением элюента гексан–ацетон 

(2:8) в присутствии вещества-свидетеля. Анализиру-

емое вещество идентифицировали по величине Rf = 

038±0,03.

Подтверждающая идентификация методом 
хромато-масс-спектрометрии (ГХ МС). Остаток в 

чашке 2 растворяли в 2 мл этилового спирта. 1 мкл 

полученного раствора вводили в хроматограф Agilent 

Technologies 6890 N с масс-селективным квадруполь-

ным детектором модели 5973N. Пробу вводили без 

деления потока и хроматографировали в вышеопи-

санных условиях. Верапамил идентифицировали по 

сочетанию времени удерживания вещества в непод-

вижной фазе колонки и специфического набора сиг-

налов характеристических заряженных частиц в его 

масс-спектре.

Подтверждающая идентификация и количе-
ственное определение методом электронной спек-
трофотометрии. После предварительного хрома-

тографирования методом ТСХ по вышеуказанной 

схеме участок хроматограммы с анализируемым ве-

ществом вырезали и элюировали вещество 5–10 мл 

этилового спирта. Поглощение полученного элю-

ата исследовали в интервале длин волн 200–400 

нм, используя спектрофотометр СФ-56, в кюветах 

с толщиной рабочего слоя 10 мм. Измерения про-

водили на фоне раствора, полученного в контроль-

ном опыте. 

Определяемое вещество идентифицировали по 

форме спектральной кривой и положению макси-

мумов полос поглощения. Количественное содержа-

ние вещества рассчитывали по величине оптической 

плотности, измеренной при длине волны 282 нм, ис-

пользуя уравнение калибровочного графика, и пере-

считывали на навеску анализируемого вещества, вне-

сенную в биологический материал. 

Результаты количественного определения ве-

рапамила представлены в таблице. Как свидетель-

ствуют полученные данные, при содержании вера-

памила 2,5–50,0 мг в 25 г биологической жидкости 

предлагаемая методика позволяет определить 94,87–

97,15% анализируемого вещества в крови и 97,73–

98,86% в моче с достаточной для биологических ис-

следований воспроизводимостью и правильностью. 

Минимально выявляемые количества верапамила в 

100 г этих биожидкостей составляют соответствен-

но 0,25 и 0,08 мг.

Вывод
Разработана методика идентификации и коли-

чественного определения верапамила в извлечениях 

из крови и мочи с помощью методов ТСХ, хромато-

масс-спектрометрии и УФ-спектрофотометрии.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВЕРАПАМИЛА В МОДЕЛЬНЫХ 
СМЕСЯХ С БИОЛОГИЧЕСКИМИ ОБЪЕКТАМИ

Внесено верапамила (мг в 25 г 
биологического объекта)

Найдено, % (n=5; р=0,95)

x  – S S
x  –
 ∆x  –

2,5
5,0
12,5
25,0
50,0

В крови

94,87
95,37
95,65
96,15
97,15

3,62
3,29
2,99
2,71
2,68

1,62
1,47
1,29
1,21
1,20

4,16
3,79
3,44
3,10
3,08

2,5
5,0
12,5
25,0
50,0

В моче

97,73
98,17
98,23
98,76
98,86

2,0
1,83
1,54
1,37
1,27

0,89
0,82
0,69
0,61
0,57

2,35
2,10
1,77
1,58
1,48
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DETECTION OF VERAPAMIL IN BIOLOGICAL FLUIDS
L.L. Kvachakhia, PhD; Professor V.K. Shormanov, PhD
Kursk State Medical University; 3, K. Marx St., Kursk 305041 

SUMMARY
A procedure was developed to quantify verapamil in blood and urine. Acetone was proposed as an isolating agent to be used for the extraction 

of verapamil from biological fluids. The authors showed that the test compound could be purified from the co-extractives of the biomaterial on a 
column packed with the sorbent Silasorb C-18 with a particle size of 30-μm. In doing this, the optimal eluate is a mixture of acetonitrile solvents and 
water (9:1). Thin layer chromatography, chromatography mass spectrometry, and UV-spectrophotometry were used to identify and quantify vera-
pamil in the blood and urine extractions. The procedure can identify and determine 97.15 and 98.86% of verapamil in the blood and urine extrac-
tions, respectively. The minimally detectable amounts of verapamil in 100 g of these biofluids are 0.25 and 0.08 mg, respectively.

Key words: verapamil, biological fluids, identification, quantification.
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С использованием фармакопейных методик проведена количе-
ственная оценка содержания в траве донника лекарственного, 
произрастающего в Московской области, свободных органических 
кислот и аскорбиновой кислоты.

Ключевые слова: донник лекарственный, Melilotus officinalis Mill., 
трава, органические кислоты, аскорбиновая кислота, 
содержание.

Донник лекарственный – Melilotus officinalis 

Mill. – растение сем. бобовых (Fabaceae), ле-

карственное, кормовое и медоносное растение, широ-

ко распространено в Западной Европе, Средиземно-

морье, России, Китае, Южной Африке, используется 

в ликероводочном производстве и при изготовлении 

зеленого сыра [1, 2].

Трава донника разрешена к медицинскому при-

менению в Российской Федерации, входила в Госу-

дарственные фармакопеи России и СССР с I по VIII 

издания, в настоящее время включена в Государствен-

ный реестр лекарственных средств, разрешенных к 

медицинскому применению, а также в Перечень од-

нокомпонентных гомеопатических лекарственных 

средств, разрешенных к применению в соответствии 

с приказом Минздрава РФ № 335 от 29 ноября 1995 г. 

(приложение 2) [3, 4].Сейчас трава донника в нашей 

стране используется только как компонент успокои-

тельного сбора № 3, который применяется внутрь в 

форме настоя. Существует гомеопатическое средство 

из свежего цветущего растения, которое рекоменду-

ется при резких головных болях, мигренях, носовых 

кровотечениях, при судорогах у детей [5–7]. 

Помимо России, трава донника официнальна в 

Германии, Австрии, Польше, Румынии, Нидерландах. 

Сырье включено в Европейскую фармакопею, фарма-

копею Франции, Немецкую фармакопею, Британскую 

фармакопею, Британскую Травяную фармакопею, Го-

меопатическую фармакопею Индии, Гомеопатиче-

скую фармакопею США. Из травы донника в Запад-

ной Европе получают лекарственные формы как для 

внутреннего (капсулы, галеновые препараты, водный 

настой), так и наружного (мази) применения [2, 8].

Изучение состава метаболома травы донника ле-

карственного проводилось в основном в 60-х годах. 

Выявлено наличие фенольных соединений (кума-

рины, флавоноиды, дубильные вещества), полиса-

харидов, витаминов, азотистых оснований. Кроме 

органических соединений, растение имеет богатый 

минеральный состав, в больших концентрациях на-

капливая молибден, селен, железо [1, 2]. Как было 

показано ранее, флавоноиды в траве донника ле-

карственного представлены рутином, кверцетином, 

лютеолином, кверцетин-рутинозид-рамнозидом, 

кемпферол-рутинозид-глюкозидом и установлено 

присутствие тритерпеновых сапонинов – олеаноло-

вой кислоты, ликуразида, ликвиритигенина [10, 11].
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