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CONTRIBUTII LA IDENTIFICAREA $1SEPARAREA
NITRAZEPAMULUI SI A METABOLITILOR SAI DIN URINA

Eva Balogh, Maria K. Ajtay, lozefa Szécs

In vederea studierii metabolismului Nitrazepamului (1,3-dihidro-7-
nitro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-on), precum si a posibilitatilor de
separare de alti derivati benzodiazepinici (Napoton, Diazepam) din mate-
riale biologice, am folosit metoda cromatografiei in strat subtire si a elec-
troforezei pe hirtie.

Material i metodd
Am sintetizat principalii metaboliti ai Nitrazepamului:
7-amino-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-on (I) s-a obtinut
din Nitrazepam prin reducere cu NA,S,0; in mediu alcoolic alcalinizat cu

MgO (pH 10), la cald (p.t.: 239 *C);

32



7-acetamido-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-on  (II) s-a
preparat prin acetilarea produsului nr. I, cu anhidrida acetica la tempe-
ratura de 60 °C (p.t.: 274 °C);

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

In continuare am efectuat sinteza produsilor de hidrolizd ai derivati-
lor benzodiazepinici prin fierbere in mediu acid (HCl), obtinind benzo-
ienonele respective: 2-amino-5-cloro-benzofenona (Napoton), 2-metilami-
no-5-clorobenzofenona (Diazepam) si 2-amino-5-nitrobenzofenona (Nitra-
zepam).

Aceste substanie ne-au servit drept substante de referinta 1, 2, 3).

Pentru separarea metabolitilor s-au luat in lucru cantitati de cite 40
ml urind, recoltata de la subiec{i tratati cu Nitrazepam timp de 3 zile.
Extractia s-a efectuat cu 80 ml amestec de clorurd de metilen: acetat de
ctil (2:1) in mediu alcalin (pH 9—10). Dupd evaporarea solventului, rezi-
duul s-a dizolvat intr-un amestec de cloroform: metanol (4:1).

In cazul administrarii asociate a Nitrazepamului cu alti derivati
benzodiazepinici (Diazepam, Napoton), in urind apar metaboliti cu pro-
prietdti chimice foarte apropiate, de aceea este mai convenabild separarea
acestor medicamente pe baza produsilor de hidroliz3, cind se formeazi
benzofenonele corespunzitoare. In acest caz s-au luat in lucru cite 40 ml
urind recoltatd de la subiecti supusi unui tratament cu cei trei derivali
benzodiazepinici, la care s-a addugat HCl (d:1,18) in proportie de 3:1 si
s-a incalzit la reflux timp de 30 de minute. Dupa ricire s-a alcalinizat cu
NaOH 10Yy (pH 10) si s-a extras cu eter. Reziduurile obtinute, dupi
evaporarea solventului s-au dizolvat in metanol.

La cromatografia in strat subfire s-a folosit ca suport silicagel cu un
adaos de 13"¢ CaSO;, stratul avind o grosime de 0.250 mm. Cromato-
placile au fost activate la 110 °C timp de 20 de minute. S-au utilizat ur-
mitoarele sisteme de solventi: toluen: acetond: amoniac cone. (25:25:0.5)
(A), cloroform: acetona (9:1) (B), respectiv benzen (C).

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

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

Rezultate §i discutii

Din probele de urind a subiectilor tratati cu Nitrazepam, atit prin
metoda cromatografiei in strat subtire, cit si prin cea electroforetica s~au
separat 3 spoturi, care comparate cu caracteristicele substantelor de re-
ferinta s-au dovedit a fi urmatorii produsi de metabolizare: 7-amino-
nitrazepam, 7-acetamido-nitrazepam si 2-amino-5-nitrobenzofenona (ta-
belul nr. 1).
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Tabelul nr. I

Separarea Nitrazepamului si a metabolitilor sai

Distanta de migrare

Valoarea Rf. 4
in mm

Denumirea Localizarea electrolit: tamp.
substantei spotului subst. refer. urina  Britton-Robinson
pH 2.2
sist. A sist.tB 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
T-acetamido- r. Dragendorff
nitrazepams* sau diazotare 0.25 0.10 0.25 0.10 82 82
2,5-diamino-
benzofenoni diazotare 0.60 0.60 — —_ 96 —_
2-amino-5-nitro-
benzofenona diazotare 0.75 0.90 0.75 0.90 29 29

* poate fi diazotat numai dupi o prealabila hidrolizi acida

Rezultatele obtinute corespund datelor din literatura de specialitate.
care semnaleaza ci Nitrazepamul se descompune in organism, si poate fi
pus in evidentd in primul rind sub forma a trei metaboliti principali (vezi
tabelul nr. 1), care se elimini prin urind sub formi neconjugati (5, 6, 7).

Din probele de urind ale subiectilor tratati simultan cu 3 derivati
benzodiazepinici, s-au obtinut, dupa o prealabild hidroliza acida, 3 spoturi
bine diferentiate atit prin metoda cromatografica, cit si prin cea electro-
foreticd, care corespund benzofenonelor respective (tabelul nr. 2).

Tabelul nr. 2

Separarea produsilor de hidrolizi ai derivatilor benzodiazepinici

Distanta de migrare

Valoarea Rf

in mm
Denumirea Localizarea
substantei spotului developant: benzen electrolit: HCOOH 3N
subst. refer. urina  subst. refer. urina

2-amino-5-nitro- culoare galbena
benzofenona sau diazotare 0.23 0.23 40 40
2-amino-5-cloro- culoare galbena
benzofenona sau diazotare 0.75 0.75 25 25
2-metilamino-
5-clorobenzo- culoare galbeni 0.55 0.55 60 60

fenona
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Concluzii

Metodele electroforetice si cromatografice in strat subtire elaborate
s-au dovedit a fi utile in analizele toxicologice de urgentd, permitind
separarea netid a derivatilor benzodiazepinici pe baza produsilor lor de
hidroliza, precum $i a unor metaboli{i din materiale biologice.

Sosit la redactie: 29 martie 1976
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CONTRBUTIONS TO THE IDENTIFICATION AND SEPARATION OF
NITRAZEPAM AND 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-
form : acetone, 9:1; and as electrolyte Britton-Robinson buffer pH. 2.2) three spots
were differentied which correspond to the following metabolites: 7-amino-nitraze-
pam, 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 hvrolvsis of the samples to be tested (migration
system : benzene; electrolyte formic acid 3N),



