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CONTRIBUTII LA METODOLOGIA DETERMINARII
DIAZEPAMULUI DIN URINA ¥)

Iozefa Szdcs

Diazepamul (Valium, RO5-2807, Tramaquiril) este un medicament psi-
hotrop raspindit in ultimii ani.

Din punct de vedere chimic este un derivat benzodiazepinic; 7-cloro-2-
metilamino-5-fenil-3 H-1,4 benzodiazepin oxidum.

Actiunea farmacologici a diazepamului este vast tratati in literatura
de specialitate (4, 9). Toxicitatea acestor substante este in general micad
(DMI 100—500 mg'kg la om), totusi intrebuintarea lor extinsd poate da
nastere la intoxicatii accidentale intentionate (Sewada, Popa); folosit in
mod abuziv timp indelungat, poate provoca fenomene toxice secundare
(2, 12).

In literatura de specialitate gisim numeroase date privind efectele
secundare nefavorabile ale medicamentului, ca: tulburiri gastrointestinale
(greturi, constipatie), ameteald, somnolenta, iritabilitate, ataxie, tulburari
hematologice (leucopenie), hipotensiune, hipotermie, afectiuni dermatolo-
gice, schimbiri de personalitate, tulburiri sexuale, obisnuinta (10, 11, 15).

Dupi administrarea orald Diazepamul este rapid absorbit in tractul
digestiv, la nivelul intestinului, o mici parte (1°») a Diazepamului se eli-
mind ca atare, restul este metabolizat la nivelul ficatului prin dezalchilare
si prin hidroxilare (Rdndall, 11) (fig. 1).

Eliminarea este destul de lentd, metabolitii se pot pune in evidenia
chiar i dupa 7 zile. Dupa administrarea unei singure doze de 10 mg in
singele uman, peste o ord se giseste in concentratie maxima de 0,016—
0,2 mg® (Clarke, 2).

Experientele efectuate cu C' (marcat) au arétat cd din doza adminis-
trati, sus-amintitd. prin urini se elimina 71%, iar prin fecale 10%. Cerce-

*) Lucrare comunicati la sedinta U.S.S.M., Sectia farmacie, 22 VI 1972
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tarile lui Schwartz aratd cd Diazepamul se elimind prin urind sub forma
urmatorilor metaboliti: 33" 0 oxazepam glucoronid, 10% N-demetilat si 10%
hidroxilat conjugat (2, 6, 15).

Dintre metabolitii Diazepamului, oxazepamul este cel mai important,
deoarece. pe de o parte, el insusi prezintd o activitate farmacodinamica.
pe de altd parte se cumuleazi in organism.

Avind in vedere ca Diazepamul se metabolizeaza aproape complet in
organism, literatura de specialitate propune identificarea metabolitilor
sai. Metabolitii in forma conjugatd nu se pot pune in evidentd numai dupa
o hidroliza enzimaticd (cu glucuronidaza) (3, 15). Hidroliza poate fi efec-
tuatad si pe cale chimici, in acest caz obtinem produsi de hidroliza (1, 4,
5), cind derivatii benzodiazepinici in mediu acid, la temperatura inalta se
transforma in benzofenona, prin desfacerea nucleului cicloheptagonal (7, 8).

In aceste conditii Napotonul si metabolitii sai se transforma exclusiv
in 2-amino-5-clorobenzofenona, Diazepamul insa, care este demetilat par-
tial in organism, da doi produsi de hidroliza: 2-metilamino-5-clorobenzo-
fenona si 2-amino-5-clorobenzofenona. (Fig. 2) (14, 15, 17).

Intr-o lucrare anterioarid am ardtat ca medicamentul, respectiv meta-
bolitii sii, se pot identifica si separa prin metoda cromatografiei in strat
subtire. In lucrarea de fati ne-am propus experimentarea unei metoda
pentru separarea §i dozarea din urind a Diazepamului $i a metabolitilor
sai, sub forma de produsi si hidroliza. (16).

Material si metodd

Dozarea Diazepamului si a metabolitilor sdai am efectuat-o din urina
umana colectata in 24 de ore (896 ml), dupa administrarea unei doze de
10 mg de substantd (o tabletd). In continuare am efectuat o hidroliza
amestecind materialul de analizat cu HCI conc. (d.: 1.18) in proportie de
3:1 si fierbindu-1 timp de 30 de minute, in baie de apa cu refrigerent re-
flux. Dupé racire, solutia se alcalinizeaza cu NaOH pina la pH=11 si se
extrage cu eter etilic. Produsul ramas dupi evaporarea solventului se di-
zolva in metanol si poate fi intrebuintat pentru analiza.

Ca substante de referinta am folosit 2-amino-5-clorobenzofenona, res-
pectiv 2-metilamino-5-clorobenzofenona, obtinute din cantitdti cunoscute
de Napoton si Diazepam hidrolizate in aceleasi conditii ca si materialul de
analizat.

In continuare, pentru separarea produsilor de hidrolizd, am recurs la
metoda cromatografiei in strat subtire, folosind ca developant benzenul.
La linia de start am aplicat cite 25, 50 micrograme din substantele de refe-
rintd (2-amino-5-clorobenzofenona, respectiv 2-metilamino-5-clorobenzo-
fenona) si jumatate din cantitatea totald a solutiei de analizat. Produsii de
hidroliza avind culoare galbeni, spoturile lor pot fi identificate imediat
pe baza Rf-urilor lor (fig. 3).

Spoturile se elueaza in metanol, iar solutia obtinuti. de culoare gal-
bena. se fotometreazi cu fotometru Pulfrich, folosind cuva de 1 cm? si
filtrul spectral de culoare albastra S« (469 nm).

Pe baza extinctiilor obtinute s-au determinat cantitatea de 2 amino-
5-clorobenzofenona, respectiv 2-metilamino-5-clorobenzofenonia atit din
substantele de referinta, cit si din urind prin interpolare pe curba de eta-
lon obtinutd cu solutiile standard. Pentru trasarea curbelor etalon s-au
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folosit solutii standard de 2-amino-5-clorobenzofenona (Napoton), respec-
tiv 2-metilamino-5-clorobenzofenona (Diazepam) cu concentratia de 100
micrograme/mi, din care s-au luat cote parti continind 10, 20, 40, 60, 80
si 100 micrograme de substanta activa, Curba etalon respectd legea Lam-
bert-Beer pentru valori cuprinse intre 10—100 micrograme,

Rezultatele obtinute sint ilustrate in fig. 4.

Intrucit aminobenzofenona poate fi dozatd si prin metoda de diazo-
tare, cercetirile au fost completate si cu aceastd metoda.

Substantele de referinta si cele de cercetat, eluate de pe cromato-
grama, le-am diazotat si apoi le-am cuplat cu Ni1 naftiletilendiamina (1).
Extinctia solutiilor de culoare violeta se fotometreazi cu fotometru Pul-
frich, folosind cuva de 1 cm?® si un filtru spectral Ss: (512 nm). Se compara cu
o scara etalon, preparata din cantitati analoage cu cele din experienta pre-
cedenti de 2-amino-5-clorobenzofenona. Cantitatea substantei de cercetat
este reprezentata in fig. 4.

Dupa cum reiese din fig. nr. 4, in 896 ml urina recoltatd in 24 de
ore am gasit 24 micrograme 2-amino-5-clorobenzofenona si 54 mi-
crograme 2-metilamino-5-clorobenzofenona. Deci s-au gasit 78 micrograme
produsi de hidroliza, ceea ce reprezinta 0,78% din cantitatea totala (10 mg)
a medicamentului ingerat.

Concluzii

Metoda descrisa poate servi pentru separarea §i dozarea Diazepamu-
lui si a metabolitilor sai din materiale biologice sub forma produsilor lor
de hidroliza.

Sosit la redactie: 6 februarie 1973.
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