
316

Benzodiazepino darinių mi�inio analizė dujų ir skysčių
chromatografijos metodu

Andrejus �ev�ikovas, Guoda Kiliuvienė, Liudas Ivanauskas, Vidmantas Dirsė
Kauno medicinos universiteto Analizinės ir toksikologinės chemijos katedra
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lėk�telių skaičius, benzodiazepinai.

Santrauka. �iame straipsnyje pateikama benzodiazepino darinių mi�inio (chlordiazepoksidas,
flunitrazepamas, medazepamas, nitrazepamas, oksazepamas ir tetrazepamas) atlikta analizė dujų
ir skysčių chromatografijos metodu siekiant atskirti ir identifikuoti �iuos psichotropinius vaistus
mi�inyje bei modeliuojant bandymą in vitro, pritaikyti �į metodą vaistų, i�skirtų i� biologinių
objektų (kraujo, �lapimo), identifikavimui ir atskyrimui. Remiantis metinių cheminių tyrimų
ataskaitų (1) duomenimis, auk�čiau i�vardyti psichotropiniai preparatai labai da�ni tarp
apsinuodijimą sukėlusių vaistų. Pa�ymėtina, kad da�niausiai jų randama tos pačios arba kitos
farmakologinės grupės vaistų mi�iniuose, o tai neretai apsunkina jų atskyrimą ir identifikavimą.

Mi�inio tyrimas atliktas platų pritaikymą teismo-cheminės ekspertizės praktikoje turinčiu dujų
ir skysčių chromatografijos metodu. Tyrimo metu buvo keisti adsorbentai bei juos dengiančios
skystos nejudrios fazės, modifikuojamos chromatografavimo sąlygos ir parametrai siekiant visi�kai
atskirti vienas nuo kito mi�inyje esančius preparatus. Nustatyta, kad visų �e�ių preparatų
atskyrimui ir identifikavimui tinka kolonėlė, u�pildyta adsorbentu INERTON SUPER su skysta
nejudria dengiančia faze 3 proc. OV-17. Analizė atliekama izoterminiu kolonėlės termostato
temperatūros re�imu esant 290°C temperatūrai.
Įvertinus atlikto tyrimo duomenis, �i metodika buvo sėkmingai taikoma preparatų mi�inio,

i�skirto i� biologinių skysčių (kraujo, �lapimo), komponentų atskyrimui ir identifikavimui (in
vitro).
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Įvadas
Lietuvoje kasmet daugėja apsinuodijimų vaistais,

i� kurių da�nai psichotropiniais. �ymiai pada�nėjo
apsinuodijimų vaistų mi�iniais. Tyrimo metu randama
du, trys, keturi, o kartais ir daugiau komponentų (1,
2). Nepaisant cheminių ir toksikologinių tyrimų
tobulėjimo bei nema�o skaičiaus sukurtų psicho-
tropinių vaistų tyrimo metodikų, dar nesukurta se-
lektyvių ir efektyvių psichotropinių vaistų mi�inių
analizės metodų. Todėl vienas i� aktualesnių ir svar-
besnių �iuolaikinio cheminio ir toksikologinio tyrimo
tikslų yra vaistų mi�inių, i�skirtų i� biologinės kilmės
med�iagos, analizės metodikų kūrimas.

Tyrimo med�iaga ir metodai
Sukurti benzodiazepino darinių (chlordiazepoksi-

do, flunitrazepamo, medazepamo, nitrazepamo,
oksazepamo, tetrazepamo) mi�inio atskyrimo ir
identifikavimo metodikas bei, remiantis atskyrų (gry-
nų) mi�inio komponentų tyrimu, patikrinti �ių meto-
dikų tinkamumą tam pačiam mi�iniui, i�skirtam i�

biologinių skysčių (kraujo, �lapimo) modeliuojant
bandymą in vitro. Minėtųjų preparatų (visi registruoti
Lietuvoje) tyrimui naudotas vienas efektyviausių ir
selektyviausių instrumentinės analizės metodų � dujų
ir skysčių chromatografija. �is metodas plačiai taiko-
mas farmacinei analizei: vaistams ir vaistinėms me-
d�iagoms identifikuoti, kiekybiniam jų įvertinimui,
biologi�kai aktyvių junginių pasiskirstymo augaluose,
gyvulių bei �monių organizme i�tyrimui, įvairių
daugiakomponentinių mi�inių analizei ir t.t. Dujų ir
skysčių chromatografija turi platų pritaikymą ir teis-
mo-cheminės ekspertizės praktikoje, tiriant ūminius
apsinuodijimus vaistais, vaistų mi�iniais arba įvairios
kilmės nuodingomis med�iagomis. �is metodas yra
gana jautrus, greitas bei tikslus. Analizei atlikti reikia
labai nedaug tiriamosios med�iagos (~1�2 µl) (3, 6,
7, 10).

Rezultatai ir jų aptarimas
Specialios literatūros apie �iame straipsnyje na-

grinėjamus preparatus, apie jų atskyrimą ir identifi-
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kavimą mi�inyje nėra. Todėl nuspręsta, remiantis kai
kuriomis klasikinėmis sistemomis (3, 4, 5), sukurti
(modifikuojant chromatografavimo sąlygas ir para-
metrus, keičiant adsorbentus bei juos dengiančias
skystas nejudrias fazes (9)) tokias sistemas, kurias
naudojant būtų įmanoma atskirti bei identifikuoti
tiriamajame mi�inyje esančius preparatus.

Chromatografavimo sąlygos
1. Chromatografas �ЦВЕТ-500�.
2. Kolonėlė � stiklinė, 2 m × 4 mm.
3. Dujos-ne�ėjos � azotas. N2 greitis � 30 cm3/min.
4. Jonizuojančios liepsnos detektorius. Detektoriaus

temperatūra � 290oC, garintuvo temperatūra �
270oC.

5. Savira�io darbo re�imas � 10�10A.
6. Diagramos juostos slinkimo greitis � 1 cm/min.

Eksperimento metu ie�kota tokios skystos nejud-
rios adsorbentą dengiančios fazės, kad analizės metu
mi�inio komponentai kuo geriau atsiskirtų vienas nuo
kito. Pirmiausia analizė atlikta su kolonėle, u�pildyta
adsorbentu CHROMATON N-AW, dengtu skysta
nejudria faze  5 proc. SE-30. Tyrimui vartoti prie� pat
analizę pagaminti etanoliniai chlordiazepoksido,
flunitrazepamo, medazepamo, nitrazepamo, oksa-
zepamo bei  tetrazepamo tirpalai (5 mg/ml).  Atlikta
kiekvieno i� �e�ių preparatų analizė esant izoter-
miniam kolonėlės termostato temperatūros re�imui
(prie 200, 220, 250, 270, 290oC), į kolonėlę mikro-
�virk�tu su�virk�tus 2 µl etanolinio tirpalo. Daugumai
tiriamų preparatų chromatogramų �iomis sąlygomis
gauti nepavyko. Todėl nutarta atlikti analizę taikant
programuotą kolonėlės termostato temperatūros
re�imą, termostato temperatūrą pama�u didinant nuo
130oC iki 290oC, 15oC temperatūros per minutę
greičiu. Bandymo duomenys pateikiami 1 lentelėje.
Įvertinus atlikto tyrimo duomenis, padaryta i�vada,

kad, naudojant kolonėlę preparato analizei, u�pildytą

adsorbentu CHROMATON N-AW su skysta nejudria
dengiančia faze 5 proc. SE-30, galima identifikuoti
tris minėtojo mi�inio komponentus: chlordiazepok-
sidą, medazepamą ir tetrazepamą. Bandymo metu
negauta nitrazepamo, flunitrazepamo ir oksazepamo
chromatogramų. Be to, gautos chromatografinės smai-
lės turi pakankamai ilgą sulaikymo trukmę (daugiau
10 min.), o tetrazepamo ir antroji chlordiazepoksido
chromatografinės smailės yra visi�kai �alia viena kitos
� tai trukdo visi�kam jų atskyrimui. Todėl galima
teigti, kad auk�čiau apra�yta metodika netinkama visų
minėtųjų preparatų mi�inio komponentų atskyrimui,
nes pagal �ią metodiką galima identifikuoti tik keletą
i� jų.

Toliau kuriant tinkamesnes sistemas �ių preparatų
mi�inio analizei, pasirinkta kolonėlė, u�pildyta adsor-
bentu INERTON SUPER, dengtu skysta nejudria faze
3 proc. OV-17. Pirmiausia mi�inys tirtas esant
programuotam kolonėlės termostato re�imui: tempe-
ratūra pama�u didinama nuo 200oC iki 290oC,  15oC
per minutę greičiu (chromatografavimo sąlygos tos
pačios). Bandymo duomenys pateikiami 2 lentelėje.
Įvertinus atlikto tyrimo duomenis, padaryta i�vada,

kad, esant programuotam kolonėlės termostato
temperatūros re�imui �ioje sistemoje, galima atskirti
ir identifikuoti keturis i� �e�ių preparatų: chlordia-
zepoksidą, medazepamą, oksazepamą ir tetrazepamą.
Flunitrazepamo ir nitrazepamo chromatogramų �iomis
sąlygomis gauti nepavyko. Todėl nuspręsta i�tirti visus
minėtus preparatus �ioje sistemoje esant izoterminiam
kolonėlės termostato temperatūros re�imui: 200, 210,
220, 230, 240, 250, 260, 270, 280 ir 290oC tempe-
ratūrai. Geresni ir patikimesni duomenys gauti
atliekant tyrimą, kai kolonėlės termostato temperatūra
buvo 280oC ir 290oC (3 lentelė).

Atlikus visų preparatų analizę naudojant �ią sis-
temą, pastebėta, kad jų identifikavimui bei atskyrimui
labiausiai tinka pastovi 290oC kolonėlės termostato
temperatūra. Esant 280oC temperatūrai, taip pat gautos

1 lentelė.  Preparatų sulaikymo trukmė, taikant programuotą kolonėlės, u�pildytos adsorbentu
CHROMATON N-AW su 5 proc. SE-30, termostato temperatūros re�imą

Eil.                      Preparatas Sulaikymo trukmė Temperatūra
Nr. (�min. "s) (oC )

1. Chlordiazepoksidas (Elenium) 12�13" ir 13�27" 290
2. Flunitrazepamas (Rohypnol) � �
3. Medazepamas (Rudotel) 11�48" 290
4. Nitrazepamas (Radedorm) � �
5. Oksazepamas (Tazepam) � �
6. Tetrazepamas (Myolastan) 13�29" 290
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visų minėtų preparatų chromatogramos, tačiau nitra-
zepamas �iomis sąlygomis turi pakankamai ilgą su-
laikymo trukmę. Įvertinus sulaikymo trukmes, kons-
tatuota, kad naudojant �ią sistemą galima atskirti vieną
nuo kito ir identifikuoti visus �e�is preparatus. Todėl
buvo pagamintas minėtų preparatų etanolinių tirpalų

(koncentracija 5 mg/ml) mi�inys, 2 µl kurio su�virk�ta
į kolonėlę. Esant anksčiau apra�ytoms chromato-
grafavimo sąlygoms, gauta mi�inio chromatograma,
kurioje matoma, kad vienas nuo kito atsiskiria visi
�e�i preparatai (pav.).

Atlikus preparatų mi�inio analizę, kiekvienam i�

Eil.                      Preparatas Sulaikymo trukmė Temperatūra
Nr. (�min. "s) (oC )

1. Chlordiazepoksidas (Elenium) 11�05" 290
2. Flunitrazepamas (Rohypnol) � �
3. Medazepamas (Rudotel) 7�11" 290
4. Nitrazepamas (Radedorm) � �
5. Oksazepamas (Tazepam) 8�01" 290
6. Tetrazepamas (Myolastan) 9�03" 290

2 lentelė. Preparatų sulaikymo trukmė, taikant programuotą kolonėlės, u�pildytos adsorbentu
INERTON SUPER su  3 proc. OV-17, termostato temperatūros re�imą

3 lentelė.  Preparatų sulaikymo trukmė kolonėlėje, u�pildytoje adsorbentu INERTON SUPER
su  3 proc. OV-17, prie izoterminio 280oC ir 290oC termostato temperatūros re�imo

Eil.                      Preparatas Sulaikymo trukmė Sulaikymo trukmė
Nr. (�min. "s) (�min. "s)

280oC temperatūroje 290oC temperatūroje

1. Chlordiazepoksidas (Elenium) 7�27" 5�19"
2. Flunitrazepamas (Rohypnol) 8�57" 6�17"
3. Medazepamas (Rudotel) 3�12" 2�17"
4. Nitrazepamas (Radedorm) 13�07" 10�38"
5. Oksazepamas (Tazepam) 4�09" 3�02"
6. Tetrazepamas (Myolastan) 5�04" 3�37"
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jų buvo apskaičiuoti �ie chromatografiniai parametrai:
1. Sulaikymo trukmė t, (min.) � laikas nuo me-

d�iagos su�virk�timo į sorbento sluoksnį momento iki
to momento, kai u�fiksuojama did�iausia tiriamojo
preparato koncentracija i�tekančiame judančiosios
fazės sraute.

t (min.) = sulaikymo trukmė (s) / 60

2. Sulaikymo tūris v, (cm3) � per laiką t pratekėjęs
per sorbento sluoksnį judančiosios fazės tūris.

v (cm3) = sulaikymo trukmė t (min.) ××××× w,

kur: w � tūrinis judančiosios fazės greitis (cm3/min.).
3. Teorinių lėk�telių skaičius N, metrui kolonėlės

ilgio � kolonėlės atskyrimo gebos rodmuo.

N = 5,54 ××××× (t / βββββ)2,

kur: t � sulaikymo trukmė; βββββ � smailės plotis pusėje
jos auk�čio.

4. Auk�tis, lygiavertis teorinei lėk�telei H � chro-
matografinio vyksmo efektyvumo matas, t.y. sorbento
sluoksnio ilgis, kuriame nusistovi pusiausvyra tarp
med�iagos, esančios judančiojoje ir nejudančiojoje
fazėje. Auk�tis, lygiavertis teorinei lėk�telei, i�rei�-
kiamas ilgio vienetais ir apskaičiuojamas pagal lygtį:

H = L / N,

kur: N � teorinių lėk�telių skaičius; L � kolonėlės ilgis
(mm).

Kuo didesnis teorinių lėk�telių skaičius ir ma�esnis
H, tuo geriau atsiskiria mi�inio komponentai � kolo-
nėlė dirba efektyviau ir chromatogramoje gaunamos
siauresnės smailės.

5. Atskyrimo koeficientas k � dviejų med�iagų
visi�ko atskyrimo matas (skiriamoji geba).

k = ∆∆∆∆∆l / ā1+ā2,

kur: ∆∆∆∆∆l � atstumas tarp dviejų gretimų smailių vir�ūnių
(mm); βββββ1 ir βββββ2 � smailių pločiai pusėje jų auk�čių
(mm); (visi�kam preparatų atskyrimui k turi būti ne
<0,5) (3, 6, 7, 10).

Chromatografiniai parametrai, apskaičiuoti ko-
lonėlei, u�pildytai adsorbentu Inerton Super su skysta
nejudria dengiančia faze 3 proc. OV-17, yra pateikti
4 lentelėje.

Suradus tinkamas sąlygas grynųjų preparatų
mi�inio analizei, nutarta pritaikyti �ią metodiką
med�iagų, i�skirtų i� biologinių skysčių (modeliuojant
bandymą in vitro), tyrimui. Kadangi minėtieji pre-
paratai (benzodiazepino dariniai) yra bazinio pobūd�io
med�iagos, i� biologinių skysčių (kraujo, �lapimo) jie
buvo i�skirti ekstraguojant trichlormetanu i� �arminės
terpės (pH = 8�10). Terpei �arminti vartotas 25 proc.
NaOH tirpalas. Gauta trichlormetaninė i�trauka
i�garinama iki sausų likučių (8). I� sausos med�iagos,
gautos i�garinus ekstragentą, pagamintas etanolinis
tirpalas ir 2 µl jo mikro�virk�tu su�virk�ta į kolonėlę.
Vaistų sulaikymo trukmės bei apskaičiuoti chro-
matografiniai parametrai yra analogi�ki duomenims,
gautiems analizuojant grynuosius preparatus.

I�vados
1. Dujų ir skysčių chromatografijos metodas yra

tinkamas preparatų mi�inio, sudaryto i� benzodia-
zepino darinių: chlordiazepoksido, flunitrazepamo,
medazepamo, nitrazepamo,  oksazepamo ir tetraze-
pamo komponentų atskyrimui ir identifikavimui.

2. Atliekant preparatų tyrimą, eksperimento metu
ie�kota tokios skystos nejudrios adsorbentą den-
giančios fazės, kad analizės metu mi�inio komponentai
kuo greičiau atsiskirtų vienas nuo kito. Tyrimu
nustatyta, kad visų �e�ių minėtų preparatų visi�kam

4 lentelė. Preparatų chromatografiniai parametrai, apskaičiuoti kolonėlei, u�pildytai adsorbentu
INERTON SUPER su skysta nejudria dengiančia faze 3 proc. OV-17

                   Preparatas
medaze- oksaze- tetraze- chlordiaze- flunitra- nitraze-
pamas pamas pamas poksidas zepamas pamas

1. Sulaikymo trukmė (min.) 2,28 3,03 3,62 5,32 6,28 10,63
2. Sulaikymo tūris (cm3) 68,4 90,9 108,6 159,6 188,4 318,9
3. Teorinių lėk�telių skaičius 797,76 1004,69 995,86 1057,82 1078,96 1277,56
4. Auk�tis, lygiavertis teorinei lėk�telei 2,51 1,99 2,01 1,89 1,85 1,57

5. Atskyrimo koeficientas kmedazep.-oksazep. = 1,69; koksazep.-tetrazep. = 1,13;
ktetrazep.-chlordiazep. = 2,56; kchlordiazep.-flunitrazep. = 1,35;
kflunitrazep.-nitrazep. = 3,93

Eil.        Chromatografinis parametras
Nr.
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atskyrimui tinka kolonėlė, u�pildyta adsorbentu
Inerton Super su skysta nejudria dengiančia faze 3
proc. OV-17. Analizė atliekama izoterminiu kolonėlės
termostato temperatūros re�imu esant 290oC tem-
peratūrai. Preparatų sulaikymo trukmės ir chroma-

tografiniai parametrai minėtai kolonėlei pateikti 4
lentelėje.

3. Mūsų sukurta metodika tinka preparatų mi�inio,
i�skirto i� biologinių skysčių (kraujo, �lapimo), kom-
ponentų atskyrimui ir identifikavimui (in vitro).
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The analysis of benzodiazepine derivatives drug mixture by gas-liquid chromatography

Andrejus �ev�ikovas, Guoda Kiliuvienė, Liudas Ivanauskas, Vidmantas Dirsė
Department of Analytical and  Toxicological  Chemistry, Kaunas University of Medicine, Lithuania

Key words: gas-liquid chromatography, stationary phase, retention time, number of theoretical plates,
benzodiazepines.

Summary. The analysis of mixture of benzodiazepine derivates (chlordiazepoxide, flunitrazepam, me-
dazepam, nitrazepam, oxazepam and tetrazepam) by gas � liquid chromatography (GLC) in purpose to sepa-
rate and identify these psychotropic drugs in mixture is presented in this article. The experiment was carried
out in vitro, accommodating this method for identification and separation  of drugs, isolated from biological
objects (blood and urine). Referring to data of annual reports of chemical investigations (1) above-mentioned
psychotropic drugs are very frequent among drug intoxication. In most cases they are detected in the mixture
of the same or different pharmacological group, and this causes difficulty for separation and identification.

The analysis of the mixture was carried out by GLC, which is widely used in practice of forensic-chemical
examination. Adsorbents and stationery phases were changed; the conditions and parameters of chromatogra-
phy were modified, in purpose totally separate preparations in the mixture. For the separation and identifica-
tion of all three preparation the column packed with Inerton Super with stationary phase 3% OV-17 is suit-
able. The column temperature � 290oC.

The mixture of these drugs was excreted from body fluids (blood and urine) in vitro and investigated by
GLC under these conditions. The results of investigation were similar.
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