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SUMMARY

The finportance of thin-layver chiromatography for the identificalion 12 urgent toxicological
analysis of 1,4-benzolfldiazepines used in therapeudic treatinent

Thin-layer chromatography may be used, in urgent toxicological analysis, for
the classitication of derivatives of hyvdrolysis products of urinary benzodiazepine into
one of several groups differing in pharmacological activity., Extracts of derivatives
and hydrolysis products of gastric juices are identified by thin-layer chromatography.
This identification is completed by gas-liquid chromatographic and spectrofluori-
metric studies,

INTRODUCTION

Les dérives de la benzo{fidinzépine-1,4 (I-VII) sont utilisdés en thérapeuticue
pour leurs propri¢tds suivantes: anxiolytiques — le chlordiazépoxide (1), le clorazd-
pite (ID), le diazépam (TII), le médazépam (IV) et loxazépam (V); hypnotiques —
le nitrazépam (VI); myorelaxantes — le tétrazépam (VII).

Comme toutes les drogues psychotropes, les six premiers dérivs précdédents sont

fréquemment rencontrés en toxicologie hospitalicre d'urgence. La chromatographie
sur couche mince d'adsorbant (CCM) ct la chromatographic en phase gazeuse font
piartie des technigques utilisées pour Uidentification de ces dérivés, soit directement,
soit par U'intermddiaire de leurs produits d'hydrolyse! 2 Voir le Tableau T,
‘ La mdéthode que nous présentons dans ce travail a pour but de permettre:
(1) la détection rapide de ces dérives, en urgence, dans les liquides gastriques et (2)
dpartir des urines, le classement du dérive absorbé dans 'un des groupes suivants:
(a) diazépam et médazépam, (b) chlordiazd¢poxide, clorazépate et oxazdépam, (c)
nitrazépam et (d) tétrazépam (non-doud d'activité psychotrope et qui ne doit pas
¢tre confondu avee les molécules précdédentes).

* Adressez correspomdance d Professeur Agrdud | Mieusnze,
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Cette mothode est basée sur les donndes analytiques suivantes, rassemblées dans
des travaux antéricurement publids,

(a) Tous les produits N j-mdéthylés subissent dans 'organisme une démdéthylation.

(b) Le médazépam possédant (notamment sur le carbone 2) un groupement
mcéthyléne, subit dans 'organisme une oxydation conduisant & la formation d'un
dérive oxo ou hydroxy-2%-3,

(¢) I’hydrolyse chlorhydricque & chaud des composds résultant des transforma-
tions précédentes (O Pexception des métabolites du tétrazépam) conduit & la formation
d’une amine awomatique primaire (dérive d’une amino-2 benzophdénone) diazocopu-
lable (Tableau 1),

(d) Le nitrazépam subissant dans 'organisme une nitro-réduction, 'hydrolyse
des urines conduit i la formation de deux benzophdénones différentes, 1 amino-2 nitro-§
benzophdénone ¢t la diamino-2,5 benzophdénone.

(¢) La présence d'un radical cyclohexéne dans la molécule du tétrazépam et de
ses métabolites est A Porigine, sous Uaction de 'acide chlorhydrique et & 100°, de la
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TABLIEAU T

PRODUITS DIIVDROLYSE CHLORHYDRIQUE DES DERIVES DE LA PHENYL-5 BENZODIAZGPINE-1,.4 15T

DI LEURS METABOLTTES

Dérivé de la Structiere Droduit de base Métabolile identifié Alétabolite
benzophénone supposé
Nmino-e NH, Diazdpium 3-Hydroxy dinzdépaun
chloro-5 Oxo-2 médazdpam
i Cl Cc=0
Mdéthylunino-z NH—CH3 Chlomlinzdposide N-Ddémdthyl dinzdépam
chlouro-5 /@E Oxizépam 3-llydroxy N-ddmdthyl
Clorazépate diazdépam
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Fig, 1. Formation de la chloro.z hexihydro-1,2,3,4,44,00 acridone par hvdrolvse chlorhydrique

du tétrazdpium démdthyldh,
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cyvclisation des produits d'hydrolyse, et de obtention de dérivés de hexahydro.
acridone’ ne présentant pas de fonction amine aromatique primaire (Fig. 1).

LLa caractérisation des dérives de la benzol fidiazdpine peut étre réulisée par CCM
{partir des urines, uniquement par I'étude de leurs produits d’hydrolyse, 'exerdétion
urinaire des dérives non-mdaétabolisds ctant tres faible, ot & partir des liquides gastriques
d'une manicre directe et par U'intermddianire de leurs produits d’hydrolyse.
IDENTIFICATION “"PARTIELLE" A PARTIR DES URINES
Composds formdis par Uhyvdrolvse des déviaés benzodiazépiniques priésents dans des urines

Le medazépam et son dériveé N-démdéthylé n'ayvant pas subi Poxydation du
carbone 2, ne conduisent pasa L formation de dérives de Ta benzophdénone, la présence
du groupement méthyiénique sur le carbone 2 assurant a la linison N —C, une grande
stabilité vis & vis de 'action hydrolysante de Pacide chlorhvdrique. Sculs les méta-
bolites avant subi I'oxyvdation du carbone 2 conduisent, sous action de 'acide chlor-
hydrique a la formation de dérivés de la benzophénone. Voir le Tableau 11,

TABLEAU T

COMPOSES FORMES PAR LHYDROLYSE ACIDE DES DERIVES BENZODIAZEPINIQUES BT DI LIEURS
METAROLITES URINATRES

Produtits d'hvdvolvse de UCenseinble ' dévivés absorbés of
nrdtabolites® présents dans fes trinesn

I'rodiuits absorbds

Diazdpam et mdédazdpam Mdéthylamino-2 chloro-5 benzophénone et amino-2 chloro-5
(ansiolvtiques) benzophdnone
Chlordiazdpoxide, clorazépate Amino-z2 chloro-5 henzophdnone (exclusivement)

et oxizdpam
(itnxiolytiques)

Nitrazdépam Amino-2 nitro-5 benzophdénone ot diamino-2, 5 benzophdénone
(hypnotique)

Tétrazépam N p-Mcéthyl chloro-7 hexahydroacridone et chioro-y
(myorelexant) hexahydroaceridone

1 Tous les produits d'hydrolyse acide sont de couleur jaune,

Préparation des dévivés d'hydrolyse

Dans un erlenmeyer de oo ml bouchant ¢meri, placer 50 ml d'urines et 20 ml
d’acide chlorhydrique (d = 1.18). Porter le mdélange 30 min au bain-marie & 1o0°,
Aprés refroidissement extraire les produits d’hydrolyse par 100 ml d'¢ther ¢thylique.
Apris séparation, la phase ¢thérée est lavée deux fois avec 50 ml de solution aqueuse
d'acide chlorhydrique 1 &V, puis deux fois avee 50 ml d'eau distillée. Aprés déshydrata-
tion par agitation avec du sulfate de sodium anhydre, Uextrait ¢théré est dvapord.
La solution dans I'é¢thanol du résidu d'évaporation & 957 est soumise & Uanalyse
chromatographique.

Analyse chromatographique :
Chromatographic sur couche mince d'oxyde d’aluminium  Fu., (Merek,

-
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5713/0025, plaques prétes O Pemploi) une migration de 10 .8 12 em (substance de
réference: benzophdénone) avec le solvant benzéne-chloroforme (3:1).

La révelation des produits d'hyvdrolyse acide est réalisée comme suit:

(1) Pourlocaliser lesspotsle chromatogramme est soumis a U'irradintion 254 nm.

(2) Irradiation & 300 nm: fluorescence jaunce-verte intense des deux dérives de
I'aeridone (aprds absorption de tétrazépam).

(3) Réaction de dinzocoputation — Pulvériser sans exces une solution de nitrite
de sodium 0.5 Y, dans Pacide chlorhydrique (d = 1.18) au 1/to préparde extem-
porimdcment. Attendre 5 min, Sécher la placue sous un courant d'air tid de. Pulvériser
entin le réactif de Tréfouel (solution aqueuse & o.1 v, de chlorhvdrate de N-ee-naphtyl
No-dicthylpropylene diamine). Les spots correspondants aux amines aromatiques
primaires apparaissent en quelques minutes colorés en violet, La coloration s'intensifice
plus rapidement en plagant les chromatoplaques quelques minutes & -+~350°7,

Résullats

La chloro-7 Njp-méthyl hexahyvdroacridone et la chloro-7 hexahydroacridone
Nuorescent en jaunce-vert sous irradiation & 306 nm, L'amino-2 chloro-s5 benzophd-
none, 'amino-2 nitro-3 benzophénone et ln diamino-2,5 benzophénone ont une réaction
de dinzocopulation positive; Ta méthyvlamino-2 chloro-5 benzophdénone et les dérivds
de 'hexahydroacridone ont une réaction de diazocopulation négative,

L.e Tableau TH donne les valeurs des R absolus et les valeurs des Ry relatifs
A i benzophénone des produits d'hydrolyse,

TABLEAL 1T

VALEURS DES e ABSOLUS BT DES Wp RELATIFS A LA BENZOPHENONE DES PRODUITS D'HYDROLYSE
DS BENZODIAZEPINES BT DE LEURS METAROLUTES URINATRES

Ny absolte Ry relatif
Buenzophdénone (réfdrence) 0.70 1.00
Aminon.2 chloro-5 benzophdnone 0.53 0.79
Mdéthvlamino-2 chloro-5 benzophdnone 0.7 1.1
Amino-2 nitro-5 benzophdénone 0.35 0.50
Diaminao-2,5 benzophdénone 0.05 0.07
Chloro-7 Njp-mdthy]l hesahydroacridone 0.58 0.83
Chloru-y hexsihyvdroacridone 0.67 0.906

Tuterprétation (urines). Les benzodiazépines anxiolytiques, chlordiazépoxide,
clorazépate et oxazépam, conduisent & un spot jaune, une diazocopulation positive
et un Ry relatif de 0.79: les benzodiazipines anxiolytiques, diazépam et médazdépam,
conduisent & un spot jaune, une diazocopulation positive et un Rp relatif de o.7g,
et i un second spot jaune, non-diazocopulable et de Ry relatif 1.11. La benzodia-
zopine hypnotique, le nitrazépam, conduit & deux spots jaunes, de diazocopulation
positive et de Rp relatifs 0.50 et 0.07.

. La benzodiazépine myorelaxante, le tétrazépam, conduit a deux spots jaunes,
de diazocopulation négative, de Rp relatifs 0.96 et 0.83, fluorescents 4 366 nm.
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IDENTIFICATION A PARTIR DES L [QUIDES GASTRIQOUIES

A partir d'un liquide gastrique contenant les produits non-mdaétabolisés, on ob-
serve, apros hydrolyse acide: pour le diazépim — la formation exclusive de méthyl-
amino-z chloro-3 henzophénone; pour le chlordinzépoxide, le clorazépate et 'oxa-
zepam -~ I formation exclusive d'amino-2 chloro-3 benzophénone: pour le médazc-
pitm - pas de formation de benzophénone (V HI). pour le nitrazépam --- formation
exclusive d'amino-2 nitro-3 benzophénone; et pour le tétrazépam — formation ex-
clusive de chloro-7 Nj-mdéthyl hexahvdroacridone,

P
NH-——— CH
@ Xen
cl @~ 2 cl-
c/ e,

Dans les liquides gastriques, apres extraction par I'¢ther en milicu neuatre ou
faiblement acide, identification du produit absorbd peat Gtre réalisée par CCM, par
spectrofiuorimdétrie ou par chiromatographic en phise guzeuse,

CCM. La COM est réalistée dans les mémes conditions que précédemment, mais
¢n utilisant comme solvant le mélange chloroforme-<Gthanol (2g:1). (Tableau 1V).,

TABLIEAU TV

VALEURS D1 /e ABSOLUS BT DES 00 RELATIFS AU DIAZEFAM DES BENZODIAZEPINES- 1,4 UTILISERS
EN THERAPEUCTIQUE

101 abisolit I\ ” n/ult/

Dinzdpinm (réfdrence) 0.80 1.00
Chlordinzdépoxide 0.5 0.67
Clorazdpite 0.39 oS
Métlazdpam 0.85 . Lo7
Nitrazdpam .32 o9
Qxazépam 3 0

Tétrazdpam 0.8 1 1.01

Spectrofluorimdétric, Apres Gvaporation de la phase estractive ¢thérde, le résidu
est dissous dans 10 ml d'alcool ¢thylique anhydre (Carlo Erba R.P. AC.S.). La phase
alevolique est divisée en trois parties ¢gales & partir desquelles on prépare des solutions
dans les acides perchlorique (d == 1.67), phosphorique (¢ == 1.71) ou sulfurique
(d = 1.83) (un volume de solution vth.mnlu]u( trois volumes d'acide). Apris un
premier exiumen en lumicre de Wood qui permet de déterminer le milien acide dans
lequel lasolution alumllqm de benzodiazdépine présente la fluorescence liv plus mtcnsu.
on prnu-clu alors & 'analyse spectrofluorimdétrique de la solution (Tableau V),

. . .
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TADBLEAL N

ETUDE SPECTROFLUORIM I:Z'I'I{IQIYI': QUALTTATIVE DES BE

DProctuit

Nedution

NZODIAZEPINES-T, 4

)‘HHI.". /“"!H.?'.
alcoolique cn oxcitation ISnrission
mrilicn acide (22001) (rene)

Chlordinzdposide H S0, 310 530
Clorazdpiate .80, 3iSS 508
Dinzadpaum HLS0, 195 4490
Mddazdpium I,S0, 345 485
Nitrazdpim 11C10, 300 405
szt pam 0, 300 475
Titrazdpium 1,0, RITE 4o2

Cliromatographic cn phase gazeuse. La chromatographic en phase gizoeuse est
réaliste dans les conditions que nous avons antéricurement préconisdées?, en utilisant
une colonnede 2 mde 39, d'OV-17 (mcthyviphénvlsilicone) sur Gas-Chrom ), 1oo/12o0
mesh une température de 230 pour les dérives benzodiazdépiniques et de 210” pour
les produits d hvdrolyse '

RESUME

['¢tude par chromatographic sur couche mince d'adsorbant des produits d'hy-
drolyse acide des dérives benzodiazdépiniques présents dans les urines permet, en
toxicologie d'urgence, de classer le dérivé absorbd dans divers groupes se différenciant
par leur activitt pharmacologique. A partir des liquides gastriques, 'étude par chro-
matographic sur couche minee du composé extriit et de son produit d’hvdrolyse
acide, permet identification; celle-ci peut étre complétie par une dtude en chromato-
graphic en phase gazeuse et par spectrofluorimdtrie.
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