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Stanoveni benzodiazepinti pomoci kapalinové chromatografie

Teoreticka cast:

Benzodiazepiny jsou fazeny do skupiny IéCiv s psychotropnimi ucinky, které jsou
v souCasné dobé velmi Casto vyuzivany v terapii celé fady onemocnéni. V mnoha
pfipadech vSak dochazi k zneuziti téchto latek. Zneuziti mize byt nahodné (napfr.
predavkovaniu starSich pacientd, ktefi si nepamatuiji, zda si Iék vzali a vezmou si ho
opakované) nebo umysiné v suicidalnim (sebevrazedném) umyslu.

Z bohaté skupiny benzodiazepini jsou v CR &asto predepisovany, uzivany
a zneuzivany benzodiazepiny, které jsou uvedeny v tabulce ¢.1.

Tab. 1 Casto vyuzivané benzodiazepiny

Doba pusobeni [&Civ Nazev Biologicky polo¢as
Kratce pusobici Flurazepam 1-4 hod.
Midazolam 2-5 hod.
Triazolam 2-6 hod.
Stiredné dlouho pusobici Aplrazolam 6-20 hod.
Chlordiazepoxid 5-20 hod.
Lorazepam 10-20 hod.
Oxazepam 5-15 hod.
Dlouho pusobici Diazepam 20-70 hod.
Klonazepam 20-30 hod.
Velmi dlouho pusobici Clorazepat 30-200 hod.
Prazepam 30-200 hod.

Dnes jsou benzodiazepiny povazovany za nejlepsi léky pouzivané k feSeni problému
centralniho nervového systému. Vysoce tolerované a bezpecné benzodiazepiny se
také projevily jako uspésny hypnoticky pfipravek, a to na uvolnéni svall a léCbu
epilepsie. MnozZstvi, které se uziva v terapiich, je pomérné velmi nizké, a proto jsou
vysledné plazmatické koncentrace rovnéz velmi nizké — na urovni nmol/l. Pro
rozliSeni, zda se jedna o koncentrace terapeutické €i toxické, nebo dokonce smrtelné
je nutné provést citlivou a selektivni analyzu se spolehlivou identifikaci jednotlivych
benzodiazepinl a jejich metabolitl. Pro ,skrining“ benzodiazepinl je ¢asto vyuzivana
tenkovrstevna chromatografie (TLC), ktera je nenaroc¢na, rychla a umoznuje podat
informace o pfitomnosti noxy v biologickém materialu.

Dale je mozno pro stanoveni, identifikaci a kvantitativni analyzu pouzit kapalinovou
chromatografii s DAD detekci i hmotnostni spektrometrii.
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Benzodiazepiny jsou strukturné podobné slouceniny. Jejich zakladem je azepinovy
kruh (viz Obr. 1), ktery je spole¢ny pro vétSinu benzodiazepina.
H
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Obr. 1 Azepinovy kruh

Ze struktury benzodiazepint (viz Obr. 2) plyne, Ze budou (po upravé podminek, napf.
deproteinaci biologického vzorku) pomérné dobfe extrahovany do nepolarniho
rozpoustédla, coz Ize vyuZzit pro jejich zakoncentrovani.

Oxazepam Temazepam

Obr. 2 Struktury ¢asto uzivanych benzodiazepinu
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Pracovni postup:

1. Priprava mobilni faze
e Do odmérné baiky ptipravte 20 mM roztok kyseliny mravenéi (V = 100 ml) —
pouzivejte deionizovanou vodu
e Pomoci pH metru upravte pH na hodnotu 9.0 (titrace amoniakem)
e Piipravte mobilni fazi o slozeni 20 mM formiidt amonny : methanol (30:70 v/v),
V =200 ml
e Mobilni fazi prefiltrujte pomoci filtratni aparatury a nasledné ji umistéte do

ultrazvukové 1azné

2. Priprava roztoki
e Pfipravte roztoky bromazepamu a ibuprofenu o koncentraci 0,005 mg/ml; V = 0,5 ml
e Pripravte sadu kalibra¢nich roztoki (smés ibuprofen a bromazepam, koncentrace
zasobnich roztoki 1 mg/ml) v koncentracnim rozmezi 1,00 az 10,0 pg/ml pro

bromazepam a 2,00 az 20,0 pg/ml pro ibuprofen (5 kalibra¢nich bodt), V = 0,5 ml

3. HPLC-UYV analyza
e Podle pokyna proved'te nastaveni podminek méteni

Podminky méfeni

Kolona: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CS8, 150 x 4.6 mm, 5 um
Detektor: 230 nm

Pratokova rychlost: 0.6 ml/min

e Proved’te analyzu bromazepamu a ibuprofenu

e Proved'te analyzu kalibra¢nich roztoki a analyzu nezndmého vzorku (5x)
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Vyhodnoceni vysledkii
e Podle reten¢nich Cast urcete poradi studovanych 1é¢iv
e  Sestrojte kalibracni kfivku, vypoctete mnozstvi 1é¢iv v nezndmém vzorku
e Vypoctéte relativni smérodatné odchylky ¢asu a ploch pikli — analyza neznamého

vzorku



