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SUMMARY 

Atralysis &f benrodiazepines and their hydrolysis products, benzophenones, by reversed- 

phase high-performance &wid chromatography and its application to biological material 

Conditions for the routine separation of some benzodiazepines and their 
hydrolysis products, benzophenones, by reversed-phase high-performance liquid 
chromatography have been developed. They were applied to the qualitative and 
quantitative determination of benzodiazepines and benzophenones in biological 
material, e.g., blood and urine. 

ElNFUHRUNG 

1960 wurde Chlordiazepoxid (Librium@) als erstes Benzodiazepin in den Arz- 
neischatz eingeffihrt. Seither wurden eine ganze Reihe von Strukturanaloga ent- 
wickelt, wobei das Diazepam (Valium@) und das Oxazepam (Adumbra@) die be- 
kanntesten sein diirften. 

Die therapeutische Dosierung der Benzodiazepine, die als Sedativa*verwendet 
werden, ist mit 5-30 mg im Vergleich zu anderen Sedativa, wie Phenobarbital (200 
mg) und Meprobamat (200 mg), gering und die Gefahr einer akuten Vergiftung bei 
uberdosierung ist minimal’. Dennoch werden diese MitteI missbrBuchlich verwendet. 
Einmal kann mit den Benzodiazepinen ein Abusus betrieben werden’, zumiinderen 
kommen bei Einnahme entsprechend grosser Dosen durchaus Vergiftungen’vor. Bei 
unseren toxikologischen Untersuchungen sind wir deshalb beinahe tgglich mit dem 
Problem des Nachweises der Benzodiazepine konfrontiert. < 

Fiir die Untersuchung von Blut kann die Gaschromatographie verwendet 
werden, wobei sowohl die unvergnderten Benzodiazepine als such deren Metaboliten 
erfasst werden3. Der Nachweis der Benzodiazepine im Urin wird am besten iiber deren 
Hydrolysenprodukte, die Benzophenone, gefiihrt, wie es Bgumler und Rippstein am 
Beispiel des Chlordiazepoxids beschrieben haben J_ Die Benzophenone kiinnen dann 
entweder diinnscbichtchromatographisch4 oder gaschromatographisch5 identifiziert 
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werden. Eiue Ubersicht iiber Nachweism8glichkeiten verschiedener Benzodiazepine 
sowie weitere Literaturangaben finden sich bei Haileyb. Auch mit der Hochdruck- 
fliissigkeitschromatographie, die von Hailey nur am Rande erwghnt wird, wurden 
bereits Untersuchungen von Benzodiazepinen durchgetXhrt, wobei entweder eine 
Verteilungschromatographie7 oder eine Adsorptionschromatographie*-lo angewandt 
wurden. 

Wir haben ebenfalls ein Verfahren zum Nachweis der Benzodiazepine und zu- 
sdtzlich ihrer Hydrolysenprodukte, der Benzophenone, mit Hiife der Hochdruck- 
fiiissigkeitschromatographie in umgekehrter Phase ausgearbeitet, da bei forensischen 
Untersuchungen jeder Befund durch zwei voneinander unabhtigigen Methoden ab- 
gesichert werden sollte. Es kBnnen so z.B. quantitative Befunde, die mit der Gas- 
chromatographie erhalten wurden, bestgitigt werden. Fiir einen Nachweis, der iiber 
die Benzophenone gefiihrt wurde und unterhalb der Erfassungsgrenze der Diinn- 
schichtchromatographie liegt, stehen somit such zwei Methoden zur Verfiigung. 

EXPERIMENTELLE DATEN 

Ffir die Hochdruckfliissigkeitschromatographie verwendeten wir ein Gedt 
Perkin-Elmer Mode11 1250 mit UV-Detektor bei 254 nm. Die Stahlszule, 25 cm x 4 
mm, enthielt ein C,,-Reversed-Phase-Material auf Merck (Darmstadt, B.R.D.) 
LiChrosorb Si-100 (Komgr&se 10 pm) und wnrde bei Zimmertemperatur betrieben. 
Der Druck betrug 750 p.s.i., die Durchflussgeschwindigkeit 0.75 ml/min und der 
Papiervorschub 5 mm/min. 

Die mob& Phase bestand aus Mischungen von Methanol-Wasser, die 
zwischen 60-100% Methanol variiert wurden. 

Fiir die gaschromatographischen Untersuchungen verwendeten wir ein Gerst 
Perkin-Elmer Model1 F 22 mit N-FID-Detektor. Glassgule, 2 m x 0.125 Zoll; 
stationtie Phase, 2.5% OV-1; TrQergas, Stickstoff; Durchfluss, 25 ml/min; Ver- 
brennungsgas, Luft und Wasserstoff; Temperatur der SBule, 250”; Temperatur des 
Einspritzblockes, 280”. 

Aufarbeitung der Proben 
Hut. 5-10 ml homogenisiertes Blut wurden mit Borat-KC1 Puffer (37.1 g 

H,BOJ und 44.7 g KC1 auf 1 Liter aufgefiillt) auf pH 9.5 eipgestellt und auf 20 ml 
aufgefillt, arts&l&send auf ExtraktionssHulen Extrelut@ der Firma Merck aufgezo- 
gen und mit 40 ml DiBthylgther extrahiert Il. Nach Abdampfen des &hers wurde der 
Riickstand in Methanol fur quantitative Bestimmungen definiert in 200 1 -aufge- 
nommen und eingespritzt. 

Fiir die Zusatzversuche wurden je 10 ml homogenisiertes Rinderblut verwendet. 
Urin. Die Aufarbeitung des Urins erfolgte nach der bekannten Methode von 

Bgumler und Rippstein4, n&n&h Sgurehydrolyse des Urins und anschliessende aIka- 
lische Atherextraktion. Die Iitherphase wurde daM eingedampft, der Riickstand in 
Methanol aufgenommen und eingespritzt. 

ERGEBNISSE 

Es wurden die Beuzodiazepine mit den in Tabelle I aufgeffihrten Strukturfor- 
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TABELLE I 

STRUKTURFORMELN VON BENZODIAZEPINEN 

Chlordiazepoxid 

Cl 

Diazepam 
Medazepam 

RI R2 R3 R, R, 

CH, =0 H -- H Cl 
CH3 Hz H H Cl 

Prazepam =‘-‘2 
-cl 

=O H H Cl 

Oxazepam H =0 OH H Cl 
Chlorazepat 

(Dikaliumsalz) H (OH)2 COOH H Cl 
Nitrazepam H =o H H NO2 
Lorazepam 

&-LNGH& 
=o OH Cl Cl 

Flurazepam =0 H F CI 

meln untersucht. Die meisten der aufgefiihrten Benzodiazepine lassen sich mit der 
Mischung Methanol-Wasser (70:30) trennen (Fig. I). 

Dagegen muss fiir die Trennung von Chlordiazepoxid und Dikaliumchlor- 
azepat die Mischung Methanol-Wasser (60 :40) gewahlt werden, wahrend Medazepam 
und Flurazepam nur mit 100 y0 Methanol entwickelt werden kiinnen. Dies kiinnte mit 
der uriterschiediichen Polaritat der Substanzen zusammenh~ngen, was jedoch nicht 
weitei untersucht wurde. 

Tabelle II zeigt die Retentionszeiten der Benzodiazepine bei den angegebenen 
Elutionsmitteln. Die weitere Bestimmung der statistischen Daten wurde an den Bei- 
spielen Nitrazepam, Oxazepam und Chlordiazepoxid durchgefiihrt. 

Standardabweichung 
Bei zehn Einspritznngen betrug die Standardabweichung 1.7 %. 

Erfassungsgrenze 
Wenn 1 ,d eingespritzt wurde, ergab sich die Erf%sungsgrenze von 5 pg/mI 

(Peak:Rauschverh2ltnis = 3 : I). 
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Fig. 1. Auftrennung von Benzodiazepinen mit Methanol-Wasser (70~30) 1 = Nitrazepam; 2 = 
Oxazepam; 3 = Chlordiazepoxid; 4 = Diazepam; 5 = Prazepam. 

TABELS II 

RETENTiONSZEITEN VON BENZODIAZEPINEN BEI VERSCHIEDEN ZUSAMMENGE- 
SETZTEN MISCHUNGEN DES LAUFMITTELS METHANOL-WASSER 

Substam Laufinittel Retentionszeit 
Methanol- Wasscr (min) 

Chlordiazepoxid 
Dikaliumchlorazepat 

Nitrazepam 
Lorazepam 
Oxazepam 
Chlordia..epoxid 
Dikaliumchlorazepat 
Diazepam 
Prazepam 

Medazepam 
Fiuraz-eparn ’ 

6090 16.8 
17.8 

70:30 5.8 
6.8 
7.0 
8.4 
8.7 

10.0 
16.1 

loo:0 5.2 
9.4 

Tabelle III zeigt die Wiedefindungqten. Es wurden jeweils tisungen von 1 
mg/ml hergestellt, von denen dann 1 ml zu 10 ml finderblut gegeben wurde. 

Die Linearit.% zwischen Lfisungen verschiedener Konzentrationen und der 

Peakhiihe wird fiir die drei Beispiele in Fig. 2 dargestellt. 
Wie schon in der’l?inleihmg erw&nt, kann der Nachweis der Benzodiazepine 
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TABELLE 111 

WIEDERFINDUNGSRATEN FUR NITRAZEPAM,OXAZEPAM UND CHLORDIAZEPOXID 

Anzahl der Wiederfindungsrate 
Versuche (%I 

Nitrazepam 7 79 
Oxazepam 7 86 
Chlordiazepoxid 7 81 

7w MO 300 4m 500 600 7al &xl pg 

Fig. 2. Korrelation zwischen Peakhiihe und eingespritzter Menge fiir Nitrazepam, Oxazepam und 
Chlordiazepoxid. Laufmittel, Methanol-Wasser (70:30). 

nach einer SBurehydrolyse iiber die davon abgeleiteten Hydrolysenprodukte, die 
Benzophenone, geftihrt werden. Fiir diese Nachweismethode bietet sich besonders der 
Urin an, da die Benzophenone teilweise in Form der Glucuronide ausgeschieden 
werderP, so dass mit der S&rehydrolyse gleichzeitig die Glucuronide gespalten und 
die Benzodiazepine zu den Benzophenonen umgewandelt werden. 

Der Nachweis der Benzodiazepine im Urin beschtinkt sich meisteni auf eine 
qualitative Analyse, da bei toxikologischen Untersuchungen normalerweise wegen 
der Dringlichkeit kein 24-Stunden-Urin zur Verftigung steht. 

Die in Tabelle IV aufgeftihrten Benzophenone wurden in die Untersuchungen 
einbezogen (in Klammem die Benzodiazepine, aus denen die angefiihrten Benzo- 
phenone bei der Hydrolyse entstehen). Hier gelang es mit einem Laufmittel 
Methanol-Wasser (80:20) sgmtliche aufgeftihrten Benzophenone zu trennen (Fig. 3). 

Fur die Untersuchung der weiteren Daten wurde als Beispiel das 5-Chlor-2- 
aminobenzophenon gewghlt. Die Standardabweichung lag bei 1.8 oA (zehn Einsprit- 
zungen). Die Erfassungsgrenze betrug wie bei den Benzodiazepinen 5 pg/ml (bei Ein- 
spritzung von I ~1). Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde 1 mg Chlordia- 
zepoxid zu 30 ml Urin gegeben und entsprechend der angegebenen Vorschrift aufgc- 
arbeitet. Dabei ergab sich bei fiinf Versuchen eine Wiedetindungsrate von 66%. 
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TABELLE IV 

IN DIE UNTERSUCHUNG EINBEZOGENE BENZOPHENONE 

--__ 
RI Rz Rx 

S-Chlor-2-aminobenzophenon (Chlordiaze- 
poxid, Oxazepam, Chlorazepat) H H Cl 

5-Chlor-2-methylaminobenzophenon 

(Diazepam) CH, H Cl 

5-Chlor-2-cycIopropylmethylaminobenzophenon 
(Prazepam) 

CH _ 
2 H Cl 

2’,5-Dichlor-2-aminobenzophenon (Lorazepam) H Cl Cl 
S-Nitro-2-aminobenzophenon (Nitrazepam) H H NO2 

DISKUSSION 

Das beschriebene Verfahren stellt eine gute Methode fiir den Nachweis von 
Benzodiazepinen und davon abgeleiteten Benzophenonen dar. Es kann anstelle der 
Gaschromatographie eingesetzt werden oder zur Absicherung von gaschromatogra- 
phischen oder diinnschichtchromatographischen Befunden. 

Tabelle V vergleicht an vier Beispielen die Werte, die mit der Gaschromato- 
graphie und der Hochdruckfiiissigkeitschromatographie bei quantitativen Bestim- 
mungen im Blut erhaIten wurden. Die angegebene Erfassungsgrenze von 5 rg/ml er- 
scheint gering. Dabei ist jedoch zu beachten, dass nur 1 PI eingespritzt wurde. Es ist 
jedoch ohne weiteres mGgIich, mit entsprechenden Einlasssystemen 10, 50 oder mehr 
~1 einzuspritzen, so dass die Erfassungsgrenze urn diesen Faktor gesenkt werden 
kann13. Ausserdem kann bei Verwendung eines variablen UV-Detektors, bei dem die 
gewiinschte WeIIenIBnge gew&It werden kann, durch Einstellung auf das Absorp- 
tionsmaximum der betref’fenden Substanz die Empfindlichkeit noch weiter gesteigert 
werden. 

Die Anwendung der Methode auf die Praxis sol1 an Hand der folgenden Bei- 
spiele gezeigt werden. Ein Junge soll neun Tabletten Adumbran@ (Inhaltsstoff Oxa- 
zepam) eingenommen haben (Fi g. 4), und ein Junge bekam therapeutisch Valium@ 
(InhaItsstoff Diazepam) bei einer Vergiftung mit Norgesic@ (InhaItsstoffe Orphena- 
drincitrat und Aminophenazon) (Fig. 5). Neben Diazepam kGMen gleichzeitig dessen 
StoffwechseIprodukt Oxazepam sowie Aminophenazon und dessen Metaboliten 4- 
Aminoantipyrin und 4-Acetylaminoantipyrin identifiziert werden. Fig. 6 zeigt das 
typische Bild nach einer Diazepamvergiftung, wenn der Urin auf Benzophenone auf- 
gearbeitet wird- Es kdnnen auf Grund des Diazepammetabolismus sowohl5-Chlor-2- 
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TABELLE V 

VERGLEICH VON GASCHROMATOGRAPHIE UND HOCHDRUCKFLUSSIGKEITS- 
CHROMATOGRAPHIE (I-IPLC) BE1 QUANTITATIVEN BESTIMMUNGEN 

Oxazepam 1.85 1.6 
1.35 1.6 
0.47 0.55 

Chlordiazepoxid 1.4 1.58 

7 

I 1, 

E 
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Fig. 3. Auftrennung von Benzophenonen mit Methanol-Wasser (80:2i)). In Klammern die Reten- 
tionseiten in Minuten. I = 5-Nitro-2-aminobenzophenon (5.8): 2 = 2’,5-Dichlor-2-aminobenzo- 
phenon (7-O); 3 = S-Chlor-2-aminobenzophenon (7.6); 4 = 5-ChIor-2-methylaminobenzophenon 
(13.2); 5 = 5-Chlor-2cycIopropylmethyIaminobenzophenon (22.8). 

Fig. 4. 1.8pg Oxazepam (1) pro ml Blut. Laufmittel. Methanol-Wasser (70:30). 

aminobenzophenon als such 5-Chlor-2-methylaminobenzophenon nachgewiesen wer- 
den. 
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Fig. 5. 1.2blg Diazepam (1) und 0.2pg Oxazepam (2) pro mf Blut. Laufmittel, Methanol-Wasser 
(70:30). Zu&tzlich noch Aminophenazon (3), dessen Metaboliten 4-Aminoantipyrin (4) und 4- 
Acetylammoanhpyrin (5). 

Fig. 6. Nachweis von 5-Chior-2-aminohenzophenon (1) und 5-Chlor-2-methylaminobenzophenon 
(2) im Urin nach Hydroiyse. Laufmittel, Methanol-Wasser (80:20). 

ZUSAMMENFASSLJNG 

Es sind Bedingungen fiir die Auftrennung von Benzodiazepinen und deren 
Hydrolysenprodukte, den Benzophenonen, im Routinebetrieb durch Hochdruckff iis- 
sigkeitschromatographie in umgekehrter Phase entwickelt worden. Die Ergebnisse 
Iassen sich fiir die qualitative und die quantitative Bestimmung von Benzodiazepinen 
und Benzophenonen in biologischem Material anwenden, was an Beispielen in Blut 
und Urin gezeigt wird. 
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