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Santrauka. Siame straipsnyje pateikama benzodiazepino dariniy misinio (chlordiazepoksidas,
flunitrazepamas, medazepamas, nitrazepamas, oksazepamas ir tetrazepamas) atlikta analizé dujy
ir skysciy chromatografijos metodu siekiant atskirti ir identifikuoti Siuos psichotropinius vaistus
miSinyje bei modeliuojant bandymq in vitro, pritaikyti i metodq vaisty, isskirty is biologiniy
objekty (kraujo, slapimo), identifikavimui ir atskyrimui. Remiantis metiniy cheminiy tyrimy
ataskaity (1) duomenimis, auksciau isvardyti psichotropiniai preparatai labai dazni tarp
apsinuodijimq sukélusiy vaisty. PaZymétina, kad dazniausiai jy randama tos pacios arba kitos
farmakologinés grupés vaisty misiniuose, o tai neretai apsunkina jy atskyrimaq ir identifikavimq.

Misinio tyrimas atliktas platy pritaikymaq teismo-cheminés ekspertizés praktikoje turinciu dujy
ir skysciy chromatografijos metodu. Tyrimo metu buvo keisti adsorbentai bei juos dengiancios
skystos nejudrios fazés, modifikuojamos chromatografavimo sqlygos ir parametrai siekiant visiskai
atskirti vienas nuo kito misinyje esancius preparatus. Nustatyta, kad visy SeSiy preparaty
atskyrimui ir identifikavimui tinka kolonéle, uzpildyta adsorbentu INERTON SUPER su skysta
nejudria dengiancia faze 3 proc. OV-17. Analizé atliekama izoterminiu kolonélés termostato
temperatiiros rezimu esant 290°C temperatiirai.

Ivertinus atlikto tyrimo duomenis, §i metodika buvo sékmingai taikoma preparaty misinio,
isskirto is biologiniy skysciy (kraujo, Slapimo), komponenty atskyrimui ir identifikavimui (in

vitro).

Ivadas

Lietuvoje kasmet daugeja apsinuodijimy vaistais,
i§ kuriy daznai psichotropiniais. Zymiai padaznéjo
apsinuodijimy vaisty misiniais. Tyrimo metu randama
du, trys, keturi, o kartais ir daugiau komponenty (1,
2). Nepaisant cheminiy ir toksikologiniy tyrimuy
tobulé¢jimo bei nemazo skaiCiaus sukurty psicho-
tropiniy vaisty tyrimo metodiky, dar nesukurta se-
lektyviy ir efektyviy psichotropiniy vaisty misiniy
analizés metody. Todél vienas i§ aktualesniy ir svar-
besniy Siuolaikinio cheminio ir toksikologinio tyrimo
tiksly yra vaisty misiniy, iSskirty i§ biologinés kilmés
medziagos, analizés metodiky kiirimas.

Tyrimo medziaga ir metodai

Sukurti benzodiazepino dariniy (chlordiazepoksi-
do, flunitrazepamo, medazepamo, nitrazepamo,
oksazepamo, tetrazepamo) misinio atskyrimo ir
identifikavimo metodikas bei, remiantis atskyry (gry-
ny) miSinio komponenty tyrimu, patikrinti $iy meto-
diky tinkamuma tam paciam miSiniui, iSskirtam i$

biologiniy skysciu (kraujo, Slapimo) modeliuojant
bandyma in vitro. Minétyjy preparaty (visi registruoti
Lietuvoje) tyrimui naudotas vienas efektyviausiy ir
selektyviausiy instrumentinés analizés metodu — dujy
ir skys¢iy chromatografija. Sis metodas plagiai taiko-
mas farmacinei analizei: vaistams ir vaistinéms me-
dziagoms identifikuoti, kiekybiniam ju jvertinimui,
biologiskai aktyviy junginiy pasiskirstymo augaluose,
gyvuliy bei zmoniy organizme iStyrimui, {vairiy
daugiakomponentiniy mi$iniy analizei ir t.t. Dujy ir
skys¢iy chromatografija turi platy pritaikyma ir teis-
mo-chemingés ekspertizés praktikoje, tiriant Gminius
apsinuodijimus vaistais, vaisty miSiniais arba jvairios
kilmés nuodingomis medziagomis. Sis metodas yra
gana jautrus, greitas bei tikslus. Analizei atlikti reikia
labai nedaug tiriamosios medziagos (~1-2 ul) (3, 6,
7, 10).

Rezultatai ir jy aptarimas
Specialios literatiiros apie Siame straipsnyje na-
grinéjamus preparatus, apie ju atskyrimg ir identifi-
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kavima miSinyje néra. Todél nuspresta, remiantis kai
kuriomis klasikinémis sistemomis (3, 4, 5), sukurti
(modifikuojant chromatografavimo salygas ir para-
metrus, keiCiant adsorbentus bei juos dengiancias
skystas nejudrias fazes (9)) tokias sistemas, kurias
naudojant bty jmanoma atskirti bei identifikuoti
tiriamajame misinyje esancius preparatus.

Chromatografavimo sqlygos

Chromatografas “IIBET-500".

Kolonélé — stikling, 2 m X 4 mm.

Dujos-neséjos — azotas. N, greitis — 30 cm*/min.
Jonizuojancios liepsnos detektorius. Detektoriaus
temperattira — 290°C, garintuvo temperatiira —
270°C.

. SaviraSio darbo reZzimas — 1071°A.

6. Diagramos juostos slinkimo greitis — 1 cm/min.

b

9]

Eksperimento metu ieskota tokios skystos nejud-
rios adsorbenta dengiancios fazés, kad analizés metu
misinio komponentai kuo geriau atsiskirty vienas nuo
kito. Pirmiausia analizé atlikta su kolonéle, uzpildyta
adsorbentu CHROMATON N-AW, dengtu skysta
nejudria faze 5 proc. SE-30. Tyrimui vartoti pries pat
analiz¢ pagaminti etanoliniai chlordiazepoksido,
flunitrazepamo, medazepamo, nitrazepamo, oksa-
zepamo bei tetrazepamo tirpalai (5 mg/ml). Atlikta
kiekvieno i§ SeSiy preparaty analizé esant izoter-
miniam kolonélés termostato temperatiiros rezimui
(prie 200, 220, 250, 270, 290°C), i kolonélg mikro-
Svirkstu susvirkstus 2 pl etanolinio tirpalo. Daugumai
tirlamy preparaty chromatogramy $iomis salygomis
gauti nepavyko. Todél nutarta atlikti analize taikant
programuota kolonélés termostato temperatiiros
rezima, termostato temperatiira pamazu didinant nuo
130°C iki 290°C, 15°C temperatiiros per minute
grei¢iu. Bandymo duomenys pateikiami 1 lenteléje.

Ivertinus atlikto tyrimo duomenis, padaryta iSvada,
kad, naudojant kolonéle preparato analizei, uzpildyta

adsorbentu CHROMATON N-AW su skysta nejudria
dengiancia faze 5 proc. SE-30, galima identifikuoti
tris minétojo misinio komponentus: chlordiazepok-
sida, medazepama ir tetrazepama. Bandymo metu
negauta nitrazepamo, flunitrazepamo ir oksazepamo
chromatogramy. Be to, gautos chromatografinés smai-
lés turi pakankamai ilga sulaikymo trukme (daugiau
10 min.), o tetrazepamo ir antroji chlordiazepoksido
chromatografinés smailés yra visiskai Salia viena kitos
— tai trukdo visiSkam jy atskyrimui. Todél galima
teigti, kad auksciau apraSyta metodika netinkama visy
minétyju preparaty misinio komponenty atskyrimui,
nes pagal Sia metodika galima identifikuoti tik keleta
i$ ju.

Toliau kuriant tinkamesnes sistemas $iy preparaty
misinio analizei, pasirinkta kolonélé, uzpildyta adsor-
bentu INERTON SUPER, dengtu skysta nejudria faze
3 proc. OV-17. Pirmiausia miSinys tirtas esant
programuotam kolonélés termostato rezimui: tempe-
ratlira pamazu didinama nuo 200°C iki 290°C, 15°C
per minute greic¢iu (chromatografavimo salygos tos
pacios). Bandymo duomenys pateikiami 2 lenteléje.

Ivertinus atlikto tyrimo duomenis, padaryta iSvada,
kad, esant programuotam kolonélés termostato
temperatliros rezimui $ioje sistemoje, galima atskirti
ir identifikuoti keturis i$ SeSiy preparaty: chlordia-
zepoksida, medazepama, oksazepama ir tetrazepama.
Flunitrazepamo ir nitrazepamo chromatogramy Siomis
salygomis gauti nepavyko. Todél nuspresta istirti visus
minétus preparatus Sioje sistemoje esant izoterminiam
kolonélés termostato temperatiiros rezimui: 200, 210,
220, 230, 240, 250, 260, 270, 280 ir 290°C tempe-
ratirai. Geresni ir patikimesni duomenys gauti
atlickant tyrima, kai kolonélés termostato temperatiira
buvo 280°C ir 290°C (3 lentelé).

Atlikus visy preparaty analize naudojant Sia sis-
tema, pastebéta, kad jy identifikavimui bei atskyrimui
labiausiai tinka pastovi 290°C kolonélés termostato
temperatiira. Esant 280°C temperatiirai, taip pat gautos

1 lentelé. Preparaty sulaikymo trukmé, taikant programuotg kolonélés, uzpildytos adsorbentu
CHROMATON N-AW su 5 proc. SE-30, termostato temperatiiros rezima

Eil. Preparatas Sulaikymo trukmé Temperatiira
Nr. (’min. "s) °C)

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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2 lentelé. Preparaty sulaikymo trukmé, taikant programuota kolonélés, uzpildytos adsorbentu
INERTON SUPER su 3 proc. OV-17, termostato temperatiiros reZima

Eil. Preparatas Sulaikymo trukmé Temperatiira
Nr. (’min. "s) (°C)

L. Chlordiazepoksidas (Elenium) 11°05" 290

2. Flunitrazepamas (Rohypnol) - -

3. Medazepamas (Rudotel) 711" 290

4. Nitrazepamas (Radedorm) - -

5. Oksazepamas (Tazepam) 801" 290

6. Tetrazepamas (Myolastan) 9°03" 290

3 lentelé. Preparaty sulaikymo trukmé kolonéléje, uzpildytoje adsorbentu INERTON SUPER
su 3 proc. OV-17, prie izoterminio 280°C ir 290°C termostato temperatiiros reZimo

Eil. Preparatas Sulaikymo trukmé Sulaikymo trukmé
Nr. (’min. "s) (’min. "s)
280°C temperattiroje 290°C temperatiiroje

L. Chlordiazepoksidas (Elenium) 727" 5°19"

2. Flunitrazepamas (Rohypnol) 857" 6’ 17"

3. Medazepamas (Rudotel) 3°12" 217"

4. Nitrazepamas (Radedorm) 13°07" 10°38"

5. Oksazepamas (Tazepam) 4°09" 3°02"

6. Tetrazepamas (Myolastan) 5°04" 3°37"

visy minéty preparaty chromatogramos, taciau nitra-
zepamas Siomis salygomis turi pakankamai ilgg su-
laikymo trukme. [vertinus sulaikymo trukmes, kons-
tatuota, kad naudojant §ia sistema galima atskirti viena
nuo kito ir identifikuoti visus Sesis preparatus. Todél
buvo pagamintas minéty preparaty etanoliniy tirpaly

(koncentracija 5 mg/ml) misinys, 2 pl kurio susvirksta
1 kolonéle. Esant anks¢iau apraSytoms chromato-
grafavimo salygoms, gauta misinio chromatograma,
kurioje matoma, kad vienas nuo Kkito atsiskiria visi
Sesi preparatai (pav.).

Atlikus preparaty miSinio analizg, kiekvienam i§
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Pav. Benzodiazepino dariniy chromatograma
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jubuvo apskaiciuoti Sie chromatografiniai parametrai:

1. Sulaikymo trukmé t, (min.) — laikas nuo me-
dziagos susvirkstimo i sorbento sluoksni momento iki
to momento, kai uzfiksuojama didziausia tiriamojo
preparato koncentracija iStekan¢iame judanciosios
fazés sraute.

t (min.) = sulaikymo trukmé (s) / 60

2. Sulaikymo tiiris v, (cm?) — per laika t pratekéjes
per sorbento sluoksni judanciosios fazés tiiris.

v (¢cm®) = sulaikymo trukmé t (min.) X w,

kur: w — tlirinis judanciosios fazés greitis (cm*/min.).
3. Teoriniy Iéksteliy skaic¢ius N, metrui kolonélés
ilgio — kolonélés atskyrimo gebos rodmuo.

N =5,54 % (t/ B),

kur: t — sulaikymo trukmé; B — smailés plotis puséje
jos aukscio.

4. Aukstis, lygiavertis teorinei lekstelei H — chro-
matografinio vyksmo efektyvumo matas, t.y. sorbento
sluoksnio ilgis, kuriame nusistovi pusiausvyra tarp
medziagos, esancios judanciojoje ir nejudanciojoje
fazéje. Aukstis, lygiavertis teorinei lekstelei, iSreis-
kiamas ilgio vienetais ir apskaiciuojamas pagal lygti:

H=L/N,

kur: N —teoriniy Ieksteliy skaicius; L. — kolonélés ilgis
(mm).

Kuo didesnis teoriniy léksteliy skaicius ir mazesnis
H, tuo geriau atsiskiria misinio komponentai — kolo-
nelé dirba efektyviau ir chromatogramoje gaunamos
siauresnés smailés.

5. Atskyrimo koeficientas k — dvieju medziagy
visisko atskyrimo matas (skiriamoji geba).

k=Al/a+a,

kur: Al — atstumas tarp dviejy gretimy smailiy vir§tniy
(mm); B, ir B, — smailiy plo¢iai puséje ju auksciy
(mm); (visiSkam preparaty atskyrimui k turi biiti ne
<0,5) (3, 6, 7, 10).

Chromatografiniai parametrai, apskaiciuoti ko-
lonélei, uzpildytai adsorbentu Inerton Super su skysta
nejudria dengiancia faze 3 proc. OV-17, yra pateikti
4 lenteléje.

Suradus tinkamas salygas grynuyju preparaty
misinio analizei, nutarta pritaikyti Sia metodika
medziagu, i$skirty i§ biologiniy skys¢iu (modeliuojant
bandyma in vitro), tyrimui. Kadangi minétieji pre-
paratai (benzodiazepino dariniai) yra bazinio pobtidzio
medziagos, i$ biologiniy skys¢iu (kraujo, Slapimo) jie
buvo isskirti ekstraguojant trichlormetanu i$§ Sarminés
terpés (pH = 8-10). Terpei Sarminti vartotas 25 proc.
NaOH tirpalas. Gauta trichlormetaniné iStrauka
iSgarinama iki sausy likuciy (8). I sausos medziagos,
gautos iSgarinus ekstragenta, pagamintas etanolinis
tirpalas ir 2 pl jo mikros§virkstu susvirksta i kolonélg.
Vaisty sulaikymo trukmés bei apskaiciuoti chro-
matografiniai parametrai yra analogiski duomenims,
gautiems analizuojant grynuosius preparatus.

ISvados

1. Dujy ir skys¢iuy chromatografijos metodas yra
tinkamas preparaty misinio, sudaryto i§ benzodia-
zepino dariniy: chlordiazepoksido, flunitrazepamo,
medazepamo, nitrazepamo, oksazepamo ir tetraze-
pamo komponenty atskyrimui ir identifikavimui.

2. Atliekant preparaty tyrima, eksperimento metu
ieSkota tokios skystos nejudrios adsorbenta den-
giancios fazés, kad analizés metu misinio komponentai
kuo greiiau atsiskirty vienas nuo kito. Tyrimu
nustatyta, kad visy $eSiy minéty preparaty visiskam

4 lentelé. Preparaty chromatografiniai parametrai, apskaiciuoti kolonélei, uzpildytai adsorbentu
INERTON SUPER su skysta nejudria dengiancia faze 3 proc. OV-17

Eil. Chromatografinis parametras Preparatas
Nr. medaze- | oksaze- |tetraze- |chlordiaze-| flunitra- | nitraze-
pamas | pamas | pamas | poksidas | zepamas [ pamas
1. | Sulaikymo trukmé (min.) 2,28 3,03 3,62 5,32 6,28 10,63
2. | Sulaikymo tiiris (cm?) 68,4 90,9 108,6 159,6 188.4 3189
3. | Teoriniy léksteliy skaiéius 797,76 11004,69 | 995,86 | 1057,82 | 1078,96 | 1277,56
4. | Aukstis, lygiavertis teorinei lékstelei 2,51 1,99 2,01 1,89 1,85 1,57
5. | Atskyrimo koeficientas darenoksasen, = 1O K =1,13;
medazep.-oksazep.  oksazep. tetrazep. = .
tetrazep.-chlordiazep,__ 2’56’ kchIordiazep.—ﬂunitrazep. - 1’35’
flunitrazep.-nitrazep. )
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atskyrimui tinka kolonélé, uzpildyta adsorbentu tografiniai parametrai minétai kolonélei pateikti 4
Inerton Super su skysta nejudria dengiancia faze 3  lenteléje.

proc. OV-17. Analiz¢é atlieckama izoterminiu kolonélés 3. Misy sukurta metodika tinka preparaty misinio,
termostato temperattiros rezimu esant 290°C tem-  iSskirto i§ biologiniy skysciy (kraujo, Slapimo), kom-
peratiirai. Preparaty sulaikymo trukmés ir chroma-  ponenty atskyrimui ir identifikavimui (in vitro).

The analysis of benzodiazepine derivatives drug mixture by gas-liquid chromatography

Andrejus Zevzikovas, Guoda Kiliuviené, Liudas Ivanauskas, Vidmantas Dirsé
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 — 290°C.

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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