STANOVENI BENZODIAZEPINU POMOCi HPLC/UV METODY

Marek Mucha'
"Katedra chemie, Prirodovédecka fakulta OU v Ostrave, 30. dubna 22, 701 33 Ostrava 1
732574756, marek.mucha@centrum.cz

Abstrakt

Benzodiazepiny jsou v soucasnosti nejoblibenéjsi psychofarmaka mezi l1ékati i narkomany. Tento
prispévek se zabyva HPLC/UV metodou stanoveni Sesti benzodiazepinti (Alprazolam, Bromazepam,
Clonazepam, Diazepam, Chlordiazepoxid a Oxazepam). Pomoci HPLC Agilent 1200 byla vyvinuta
metoda stanoveni benzodiazepinii a stanoveny parametry této metody (limit detekce (LOD), limit
kvantifikace (LOQ), linearita, reprodukovatelnost, opakovatelnost, pifesnost a spravnost). Navic byla
provedena optimalizace extrakéni metody pro ziskani benzodiazepinid z télnich tekutin (mo¢, sérum). Ze
ziskanych vysledkd (LOD — 0,1 pg/ml, LOQ — 0,2 pg/ml, korela¢ni koeficienty linearit vy$si nez 0,985,
odchylka reprodukovatelnosti a opakovatelnosti lepsi nez + 7% a odchylka pfesnosti a spravnosti lepsi
nez = 7%) lze vyvodit nasledujici zavér: Ziskana metoda je vhodna k zavedeni do praktického uzivani v
nemocnic¢nich laboratofich.

Klicova slova: benzodiazepiny, HPLC, extrakce

Uvod

Benzodiazepiny jsou v soucasnosti nejpouzivangjs$i, ale bohuzel také nejzneuzivangjsi
psychofarmaka u nas 1 ve svété. Diky svym tlumivym G¢inklim na centralni nervovou soustavu se
mimo jiné pouzivaji jako sedativa, antiepileptika ¢i jako premedikace pied chirurgickym
zakrokem. Mezi jejich nezéddouci Gc¢inky patii tnava, ospalost, zavraté ¢i zmatenost. Soucasnym
uzivanim benzodiazepint s alkoholem, drogami ¢i 1éky dochézi k zesileni jejich Uc¢inkl, coz
neziidka vede ke vzniku Zivot ohrozujicich situaci. Jejich stanoveni je tedy dulezité pro dalsi
postup lécby [1,2]. Cilem prace bylo vyvinout HPLC/UV metodu vhodnou ke stanoveni
terapeutickych koncentraci Sesti vybranych benzodiazepinti (Alprazolamu - ALP, Bromazepamu
- BRO, Clonazepamu - CLO, Diazepamu - DIA, Chlordiazepoxidu - CLDIA a Oxazepamu -
OXA) v télnich tekutinach, aplikovatelnou v nemocni¢nich laboratotfich bez nutnosti zakoupeni
hmotnostniho spektrometru jako detektoru, zjistit jeji parametry a optimalizovat extrakéni
metodu pro ziskani benzodiazepini z télnich tekutin.

Material a metody

Pro ptipravu mobilni faze A byly vyuzity octan amonny a kyselina mravenci (oba
Lachema, s. p., CR). Mobilni faize A méla slozeni 0,01M octan amonny + 10% (v/v) kyselina
mravenci. Jako mobilni faze B byl pouzit acetonitril (Merck KGaA, Némecko).

Pro standardizaci bylo pouzito Sest praskovych standardii vybranych benzodiazepini
(Chromservis, s.r.o., CR), jejichz rozpusténim v methanolu (Merck KGaA, Némecko) byly
pripraveny zakladni roztoky. Z nich byly fedénim smési mobilnich fazi v poméru 1:1 pfipraveny
modelové vzorky ke stanoveni parametri metody.

Metoda byla vyvijena na piistroji Agilent 1200 (Agilent, USA) s UV-DAD detekci
vybavenym kolonou Gemini 5u C18 110 A (Phenomenex, USA). Jako zaklad poslouzila metoda
uzivana na Ustavu soudniho 1ékaistvi Fakultni nemocnice Ostrava [3], u niz byla upravovéana
teplota kolony, nasttik, prutok a gradient mobilnich fazi. Detekce byla realizovana pii 4 vinovych



délkach (254, 245, 227 a 220 nm), které odpovidaji absorpénim maximim vybranych
benzodiazepina [4-7] a z nichz byla nakonec zvolena ta nejoptimalngjsi. U ziskané metody pak
byly podle principi validace [8-10] stanoveny jeji parametry (limity detekce a kvantifikace,
linearita, opakovatelnost, reprodukovatelnost, pfesnost a spravnost).

Nasledné byla provedena optimalizace extrakéni metody pro ziskani benzodiazepini
z t€lnich tekutin (moc, sérum). Pfi této optimalizaci byly uzity nasledujici latky: boratovy pufr
pH=9, fosfatovy pufr pH=8, 0,IM hydroxid sodny, toluen, dichlormethan, n-hexan, acetonitril,
bezvody siran sodny (vie Chromservis,s.r.o., CR) a vzorky pfipravené nastiiknutim zakladnich
roztoktli do télnich tekutin (mo¢, sérum). Postup extrakce byl nasledujici: Nejdiive byly ke vzorku
pridany urcité objemy pufru a extrak¢niho ¢inidla. Smés byla protfepana a byl pfidan bezvody
siran sodny. Nasledn¢ byla provedena centrifugace (2 minuty pfi 3500 RPM), odebréna horni
organicka faze, ktera byla pii 40°C a v proudu dusiku odpatena. Reziduum bylo rozpusténo ve
smési mobilnich fazi v poméru 1:1 a analyzovano.

Vysledky a diskuse
Byla ustavena metoda s nasledujicimi parametry: kolona Gemini C18, teplota kolony 20°C,
nastiik 20 pl, detekéni vinova délka 245 nm, mobilni faze A — 0,01M octan amonny + 10% (v/v)
kyselina mravenci, mobilni faze B acetonitril. Celkovy pratok mobilnich fazi se pohyboval od

340 do 170 pl/min (obr. 1). Gradient mobilnich fazi je zobrazen na obrazku 2.
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Obrazek 1. Celkovy pratok mobilnich fazi A i B v priab&hu analyzy
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Obrazek 2. Gradient mobilnich fazi v priib¢hu analyzy — octan amonny (¢erchovanou ¢arou) a
acetonitril (plnou ¢arou)

U ziskané metody pak byly pomoci modelovych vzorka stanoveny jeji parametry (limity
detekce a kvantifikace, linearita, opakovatelnost, reprodukovatelnost, pfesnost a spravnost.

Na pocatku byl stanoven limit detekce na 0,1 pg/ml a limit kvantifikace na 0,2 pug/ml.
Ostatni parametry, které jsou uvedeny v tabulkach 1-3, pak byly stanoveny v oblasti od 2 pug/ml
(tedy terapeutické davky) do 0,2 pg/ml (tedy limitu kvantifikace).



Tabulka 1. Linearity ziskané pro vybranych Sest benzodiazepint ze tfi nezavislych stanoveni
(x = koncentrace vzorku, y = odezva )

1.stanoveni 2.stanoveni 3.stanoveni
rovnice R? rovnice R? rovnice R?
ALP y=2779x — 10,8 0,996 y=272,6x — 10,2 0,997 y=2763x—11,1 0,998
BRO y=2112x-2,2 0,997 y=213,7x - 5,5 0,996 y=206,9x — 2,8 0,996
CLO y=320,9x — 8,6 0,996 y=315,6x — 8,4 0,996 y=315,8x-9,9 0,997
DIA y=424,6x — 4,4 0,997 y=420,9x — 2,6 0,997 y=432,1x - 10,1 0,994
CLDIA y=154,6x + 6,2 0,985 y=160,0x + 7,1 0,986 y=159,0x + 3,8 0,987
OXA y=327,5x+0,1 0,998 y=329,8x + 0,7 0,998 y=319,8x + 3,1 0,997

Tabulka 2. Opakovatelnost a reprodukovatelnost ziskana pro Sest vybranych benzodiazepina
(vyjadreno jako relativni smérodatna odchylka)

ALP BRO CLO DIA CLDIA OXA
Opakovatelnost [%] +219 +6,02 + 1,46 + 2,41 2,15 +1,90
Reprodukovatelnost [%] + 3,69 +6,35 + 3,00 + 3,28 + 5,37 + 4,00

Tabulka 3. Presnost (vyjadiena jako 95% interval spolehlivosti) a spravnost (vyjadiena jako %
odchylka stfedni od udavané hodnoty) u vybranych Sesti benzodiazepini

ALP BRO CLO DIA CLDIA OXA
95% interval spolehlivosti [%] * 1,84  +4 32 + 1,64 +1,08 +2,92 + 1,96
Spravnost [%] +0,99 * 2,84 0,22 + 0,58 +0,70 + 0,89

Odchylka v reprodukovatelnosti a opakovatelnosti se obycejné pohybuje v rozmezi = 10%,
korelac¢ni koeficienty linearit se pohybuji v intervalu od 0,99 do 1 a odchylka v ptfesnosti
neptesahuje 10% [5-8]. Vysledky, které byly ziskdny vyvinutou metodou, vykazuji v oblasti
reprodukovatelnosti a opakovatelnosti odchylku lepsi, maximalné¢ + 7%, korelacni koeficienty
linearit jsou vyssi nez 0,99 (s vyjimkou chlordiazepoxidu, kde jsou vyssi nez 0,985) a odchylka
v presnosti a spravnosti se pohybuje v oblasti do = 7%.

Optimalizaci bylo zjisténo, Ze pfi extrakci je nejvyhodnéjsi pouzit 400 pul boratového pufru
pH=9 a 1 ml smési toluen:dichlormethan v poméru 9:1 jako extrak¢ni ¢inidlo.

Ze ziskanych vysledki je tedy mozné tvrdit, ze vyvinutd metoda pro stanoveni
benzodiazepini je vhodna k zavedeni do praxe vzhledem k moZznosti pouziti pouze HPLC bez
MS a to v koncentracich odpovidajicich terapeutické davce.

Zavér

Byla vyvinuta HPLC metoda ke stanoveni Sesti vybranych benzodiazepinti, kterou je
mozno vyuzit v laboratotfich bez nutnosti zakoupeni hmotnostniho spektrometru jako detektoru.
U ziskané metody byly stanoveny jeji parametry (limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ),
linearita, opakovatelnost, reprodukovatelnost, piesnost a spravnost), byla optimalizovana
extrakce. Na zavér bylo shledéno, Zze je tato metoda vyuzitelnd ke stanoveni benzodiazepint
v jejich terapeutickych koncentracich bez nutnosti zakoupeni MS jako detektoru.



V ramci dal§iho vyzkumu bude pozornost vénovana otestovani metody na vzorcich od
realnych pacientli a ptipravé této metody k zavedeni do praxe.

Podékovani

Ptispévek byl vypracovan v ramci grantu SGS identifikacni ¢islo sgs16/PiF/2012 a projektu
Institut environmentalnich technologii, reg. ¢. CZ.1.05/2.1.00/03.0100 podporovaného
Operacnim programem Vyzkum a vyvoj pro Inovace, financovaného ze strukturalnich fonda EU
a ze statniho rozpoétu CR. Pod&kovani rovnéz patii Ustavu soudniho 1ékafstvi FNO za umoznéni
provadeéni velké ¢asti praci na tomto pracovisti, dr. Kurkovi a doc. Kalinovi za ¢as mi vénovany a
samoziejm¢ mé roding, za jeji podporu v mé praci.

Literatura

[1.] WENKE, M., et al.: Farmakologie. Praha : Avicenum, zdravotnické nakladatelstvi, n. p.,
1986. 580 s.

[2.] RASKOVA, H., et al.: Farmakologie. Praha : Avicenum, zdravotnické nakladatelstvi, n. p.,
1970. 680 s.

[3.] Metoda stanoveni benzodiazepinti na Ustavu soudniho lékaistvi FNO. Ustav soudniho
1ékatstvi Fakultni nemocnice Ostrava

[4.] PEREZ-LOZANO, P., et al.: Development and validation of a new HPLC analytical method
for the determination of alprazolam in tablets. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. 2004, ¢. 34, s. 979-987.

[5.] BORGES, K. B., et al.: Simultaneous determination of multibenzodiazepines by HPLC/UV:
Investigation of liquid-liquid and solid-phase extraction in human plasma. Talanta. 2009, €. 78, s.
233-241.

[6.] ROUINI, M., et al.: Simultaneous determination of clobazam and its major metabolite in
human plasma by a rapid HPLC method. Journal of Chromatography B. 2005, ¢. 823, s. 167-171.
[7.] BUGEY, A.; STAUB, Ch. Rapid analysis of benzodiazepines in whole blood by high-
performance liquid chromatography: use of a monolitic column. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. 2004, ¢. 35, s. 555-562.

[8.] http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/17660/P04.pdf dne 8.10.2011 v 18.20

[9.] http://www.effichem.cz/reseni/laboratorni-specialiste/validace-metod/ dne 8.10.2011 v 18.23
[10.] http://www.hplc.cz/Validace/index.htm dne 8.10.2011 v 18.18.

Abstract

Benzodiazepines are the most popular psychotropic drugs by doctors and drug addicts in the
present. This paper deals with HPLC/UV method for determination of six benzodiazepines (Alprazolam,
Bromazepam, Clonazepam, Diazepam, Chlordiazepoxid and Oxazepam). Method for determination of
benzodiazepines at HPLC Agilent 1200 was developed and the parameters of this method (limit of
detection, limit of quantification, linearity, reproducibility, repeatability, precision and accuracy) was
determined. Optimization of extraction method for obtaining benzodiazepines from body fluids (urine,
serum) was performed moreover. It is possible to deduce following conclusion from obtained results
(LOD - 0,1 pug/ml, LOQ — 0,2 pg/ml, correlation linearity coefficients higher than 0,985, deviation of
reproducibility and repeatability better than + 7% and deviation in precision and accuracy better than =
7%): The obtained method is acceptable for introduction to practical usage in hospital laboratories.



