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CORRELATIONS BET\\'EEN HBL V ALUES AND PH\.'SICO-CHEMICAL 
PARAMETERS OF EMULSION COMPONENTS 

Il. HBL CORRELATIONS - SUPERFICIAL ACTIVITY OF TENSIDES 
- OF INTERF ACIAL LA l:'ER 

It has been demonstrate<! that the superficial activity and adsorption capacity, 
respectively, of tensides used as emul~ifier in pharmaceutical practice vary propor­
tionally with HBL their values. In complex emulsifiers, positive deviations were 
observed as compared with linearity. The capacity of the interfacial Iayer is cha­
racterized by experimental values of its specific integral capacity, thus the phe­
nomena unexplained within the HBL system were interpreted, too. The experi­
mental data show that the stability of emulsions depends upon the fonnation of 
a crystalline fluid phase on the oil-water interface, which is concordant with 
rriberg's theory. 

Disciplina d• toxicoloci• (cond : şef de lucrări tva Balogh) a I.M.P'. din Tîrgu-Mureş 

CONTRIBUŢII L\ IDENTIFICAREA ŞI SEP.\RAREA 
NITRAZEP . .\MULUI ŞI A METABOLIŢILOR SAI DIN URINA 

tva Balogh, Maria K. Ajtay, Iozefa Szocs 

In vederea Gtudierii metabolismului Nitrazepamului (1,3-dihidro-7-
nitro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-on), precum şi a posibilităţilor de 
separare de alţi derivaţi benzodiazepinici (Napoton, Diazepam) din mate­
riale biologice, am folosit metoda cromatografiei în strat subţire ~i a elec­
troforezei pe hîrtie. 

Material şi metodă 

Am sintetizat principalii metaboliţi ai Nitrazepamului: 
7-amino-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-on (I) s-a obţinut 

din Nitrazepam prin reducere cu NA2S10 4 în mediu alcoolic alcalinizat cu 
MgO (pH 1 0), la cald (p. t.: 239 "C); 
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7-acetamido-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-on (Il) s-a 
preparat prin acetilarea produsului nr. I, cu anhidridă acetică la tempe­
zatura de 60 oc (p.t.: 274 °C}; 

2,5-diaminobenzofenona (III) s-a preparat prin reducerea Nitrazepa­
mului cu pulbere de zinc în mediu acid (p.t.: 150 °C). 

In continuare am efectuat sinteza produşilor de hidroliză ai derivaţi­
lor benzodiazepinici prin fierbere în mediu acid (HCl), obţinînd benzo­
ienonele respective: 2-amino-5-cloro-benzofenonă (N apoton), 2-metilami­
no-5-clorobenzofenonă (Diazepam) şi 2-amino-5-nitrobenzofenonă (Nitra­
zcpam). 

AcPSte substanţe ne-au servit drept substanţe de referinţă 1, 2, 3). 
Pentru separarea metaboliţilor s-au luat în lucru cantităţi de cîte 40 

ml urină, recoltată de la subiecţi trataţi cu Nitrazepam timp de 3 zile. 
Extracţia s-a efectuat cu 80 ml amestec de clorură de metilen: acetat de 
etil (2:1) in mediu alcalin (pH 9-10). După evaporarea solventului, rezi­
duu! s-a dizolvat intr-un amestec de cloroform: metanol (4 :1). 

In cazul administrării asociate a Nitrazepamului cu alţi derivaţi 
benzodiazepinici (Diazepam, Napoton), in urină apar metaboliţi cu pro­
prietăţi chimice foarte apropiate, de aceea este mai convenabilă separarea 
acestor medicamente pe baza produşilor de hidroliză, cînd se formează 
benzofenonele corespunzătoare. In acest caz s-au luat in lucru cite 40 ml 
urină recoltată de la subiecţi supuşi unui tratament cu cei trei derivaţi 
benzodiazepinici, la care s-a adăugat HCl (d :1,18) in proporţie de 3:1 şi 
s-a încălzit la reflux timp de 30 de minute. După răcire s-a alcalinizat cu 
NaOH 10 ° u (pH 10) şi s-a extras cu eter. Reziduurile obţinute, după 
evaporarea solventului s-au dizolvat in metanol. 

La cromatografia în strat subţire s-a folosit ca suport silicagel cu un 
<1daos de 13 11 o CaSO~o stratul avînd o grosime de 0.250 mm. Cromato­
plăcile au fost activate la 110 oc timp de 20 de minute. S-au utilizat ur­
mătoarele sisteme de solvenţi: toluen: acetonă: amoniac conc. (25 :25 :0.5) 
(A), cloroform: acetonă (9 :1) (B), respectiv benzen (C). 

La electroforeză s-a intrebuintat ca suport hîrtie Whatman nr. 2, iar 
ca electrolit tampon Britton-Robinson pH 2.2, respectiv acid formic 3 N 
(pH 1,5), aplicînd o tensiune de 300 V şi intensitate de 20 mA. Linia de 
start s-a trasat in regiunea anodică. 

Pentru vizualizarea spoturilor s-a utilizat reactivul Dragendorff mo­
dificat de Becksteadt (4), respectiv reacţia de diazotare Bratton-Marshall. 
Benzofenonele pot fi localizate şi pe baza culorii lor galbene. 

Rezultate şi discuţii 

Din probele de urină a subiecţilor trataţi cu Nitrazepam, atit prin 
metoda cromatografiei in strat subţire, cît şi prin cea electroforetică s-a:.~ 

separat 3 spoturi, care comparate cu caracteristicele substanţelor de re­
ferinţă s-au dovedit a fi următorii produşi de metabolizare: 7-amino­
nitrazepam, 7-acetamido-nitrazepam şi 2-amino-5-nitrobenzofenonă (ta­
belul nr. 1). 
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Tabelul nr. 1 

Separarea Nitrazepamului şi a metaboliţilor săi 

Valoarea Rf. Distanţa de migrare 
in mm 

Denumirea Localizarea electrolit: tamp. 
substanţei spotului subst. refer. urina Britton-Robinson 

pH 2.2 
sist. A sist. B A B subst. ref. urina 

Nitrazepam r. Dragendorff 0.52 0.45 72 
7-amino- r. Dragendorff 
nitrazepam sau diazotare 0.30 0.20 0.30 0,20 112 112 
7 -acetamido- r. Dragendorff 
nitrazepam* sau diazotare 0.25 0.10 0.25 0.10 82 82 
2,5-diamino-
benzofenonă diazotare 0.60 0.60 96 
2-amino-5-nitro-
benzofenonă diazotare 0.75 0.90 0.75 0.90 29 29 

•· poate fi diazotat numai după o pt·ealabilă hidroliZă acidă 

Rezultatele obţinute corespund datelor din literatura de specialitate. 
care semnalează că Nitrazepamul se descompune în organism, şi poate fi 
pus în evidenţă în primul rînd sub forma a trei metaboliţi principali (vezi 
tabelul nr. 1), care se elimină prin urină sub formă neconjugată (5, 6, 7). 

Din probele de urină ale subiecţilor trataţi simultan cu 3 derivaţi 
benzodiazepinici, s-au obţinut, după o prealabilă hidroliză acidă, 3 spoturi 
bine diferenţiate atît prin metoda cromatografică, cît şi prin cea electro­
foretică, care corespund benzofenonelor respective (tabelul nr. 2). 

Tabelul nr. 2 

Separarea produşilor de hidroliZă ai derivaţilor benzodiazepinici 

Denumirea 
substanţei 

2-amino-5-nitro-
benzofenonă 

2-amino-5-cloro-
benzofenonă 

2-metilamino-
5-clorobenzo-
fenonă 
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Localizarea 
spotului 

culoare galbenă 
sau diazotare 

culoare galbenă 
sau diazotare 

culoare galbenă 

Valoarea Rf Distanţa de migrare 
în mm 

developant: benzen electrolit: HCOOH 3N 

subst. refer. urina subst. refer. urina 

0.23 0.23 40 40 

0.75 0.75 25 25 

0.55 0.55 60 60 



Concluzii 

Metodele electroforetice si cromatografice in strat subţire elaborate 
s-au dovedit a fi utile in analizele toxicologice de urgenţă, permiţînd 
separarea netă a derivaţilor benzodiazepinici pe baza produşilor lor de 
hidroliză, precum şi a unor metaboliţi din materiale biologice. 

Sosit la redacţie: 29 martie 1976 
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CO~·TRBUTIONS TO THE IDENTIFICATION ANO SEPARATION OF 
NITRAZEPt\M ANO ITS METABOLITES FROM THE URINE 

Thin-layer chromatography as well as paper electrophoresis were used in 
saparating Nitrazepam from its metabolites and other benzodiazepin derivatives. 
Out of the extracts obtained from the urine samples taken from individuals treated 
with Nitrazepam, through both method (using the migration system of chloro­
(orm : acctone, 9 : 1; and as electrolyte Britton-Robinson buffer pH. 2.2) three spots 
wcre differentied which corrcspond to the following metabolites: 7-amino-nitraze­
vam. 7-acetamido-nitrazepam and 2-amino-5-nitrobenzophenone. From the urine of 
individuals treated simultaneously with Clordiazepoxid, Diazepam and Nitrazepam, 
the separation and identification of these preparations were carried out with ben­
zophenones obtained after the acid hVTOivsis of the s~mples to be tested (migration 
system : benzene; electrolyte formic acid 3N). 

Clinica de ftiziologie (cond.: prof. dr. Z. Barbu, doct:>r-docent) din Tirgu-Mure~ 

01:\,\J.\IICA REZISTE..l'.iTEI lr.i.\INTE DE TR.\T,\:\lENT .\ 
MICOB,\C"fEimLOR iN CAZURI DE TVBERCULOZ;l. 

PRIJ.\BR,\ LA COPII 

Z. Barbu, Maria Alera, F. Jozefovics 

Scopul cercetării noastre a fost de a prezenta modificările observate 
de-a lungul a 25 de ani cu privire la frecvenţa rezistenţei iniţiale la copii 
cu tuberculoză primară, luaţi în evidenţă din acelaşi teritoriu dispensarial. 

Credem că această cercetare este utilă pentru a cunoaşte importanţa 
actuală a fenomenului. Ea a fost posibilă datorită faptului că dispunem 
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