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Détermination de onze dérivés des benzodiazépines en solution acétonique
par chromatographie en phase gazeuse utilisant un détecteur spécifique

azote
Comparaison de cinqg phases stationnaires
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Les molécules commercialisées de la famille des benzodiazépines ne cessent de
croitre et leur utilisation est de plus en plus répandue.

Lossqu’elles sont seules en cause I'intoxication reste relativement bémigne’,
cependant leur détermination dams les milieux biologiques est de plus en plus
demandée car elles sont responsables de nombreux cas de surdosages médicaménteux
et de tentative de suicide*.

Nous avons utilisé les propriétés du détecteur spécifique azote—phosphore en
chromatographie en phase gazeuse pour doser onze de ces molécules dans le sang et
Purine: chlordiazépoxide, clonazépam, diazépam, N-déméthyldiazépam, lorazépam,
médazépam, nitrazépam, oxazépam, tétrazépam (benzodiazépines 1,4), clobazam
(benzadiazépine 1,5) et tofisopam (benzodiazépine 1,2).

Dans un premier temps, en solution acétonique pure et sur cinq phases
stationnaires (OV-101, OV-17, OV-25, OV-210, OV-225) nous avons déterminé les
paramétres chromatographiques les mieux adaptés a leur séparation et 4 leur dosage.

Les résultats obtenus nous ont permis, dans un deuxié¢me temps, de sélectionner
les meilleures conditions opératoires applicables aux milieux biologiques, que nous
soyons en présence d’une substance ou d’un mélange de plusieurs produits.

PARAMETRES EXPERIMENTAUX

Appareillage
Chromatographe Hewlett-Packard type 5710-A équipé d’un détecteur ther-

moionique spécifique azote—phosphore modéle 18789-A.
Enregistreur W + W recorder 1100.

Conditions chromatographiques
Elles sont résumées dans le Tableau L
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Solutions étalons

Préparer un mélange des onze molécules & la concentration de 1 mg de
chaque substance dans 1 mi d’acétone. Les solutions d’essai sont obtenues par
dilution acétonique de la solution mére.

RESULTATS ET DISCUSSION

Le Tableau IT mentionne les temps de rétention absolus (TRA), ainsi que les
coefficients de proportionnalité relatifs (CPR) pour chaque produit et pour chaque
phase stationnaire.

La sensibilité de la détection permet de retrouver des quantités trés faibles de
ces produits allant de quelques picogrammes & un nanogramme selon la benzodiazé-
pine considérée.

La sélectivité et la reproductibilit€ de I'analyse de ces molécules sous leur
forme intacte, sont excellentes.

11 est donc possible d’envisager leur détermination dans les milieux biologiques
par la méthode directe, sans hydrolyse ni dérivatisation d’olt un gain de temps
appréciable et une plus grande spécificité et sélectivité!-*5. De nombreux auteurs
avaient d’ailleurs déja signal€ les avantages de Ia méthode directe®® en soulevant
une principale objection, son manque de sensibilité¢. L’utilisation du détecteur
spécifique azote-phosphore et les conditions chromatographiques citées permettent
de palier a cet inconvénient.

Seule la phase OV-225 est capable de séparer correctement les onze molécules
puisqu’avec les autres phases nous trouvons les interférences suivantes: t€trazépam
et lorazépam sur OV-17, OV-25 et OV-210; tetrazépam et diazépam sur OV-101;
clobazam et chlordiazépoxide sur OV-210; clobazam et N-déméthyldiazépam sur
OVv-101.

3
- ov-3s,
1
q
| 6
9
2
7
8
g
% 10
| L RN L L N L
[5] 10 20 minutes

Fig. 1. Chromatogramme obtenu sur OV-25 & partir d’une solution acétomique contenant onze
benzodiazépines & concentration égale: 1 = médazépam; 2 = oxazépam; 3 = tétrazépam et lora-
zépam; 4 = diazépam; 5 = N-déméthyldiazépam; 6 = clobazam; 7 = nitrazépam; 8 = clona-
zépam; 9 = chlordiazépoxide; 10 = tofisopam..
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Cependant sa stabilité est médiocre surtout 3 des températures supéneures
& 250°C. De plus les variations thermiques provoquant une dérive importante de la
ligne de base, son utilisation est difficilement compatible lors des analyses nécessitant
une programmation de température.

Clonazépam, nitrazépam et N-déméthyldiazépam présentent le phénoméne
de “tailing™ sur toutes les phases bien qu'il soit beaucoup moins marqué sur OV-225
en ce qui concerne les deux premiéres substances.

En fonction des résultats obtenus, il nous semble que la phase stationnaire
OV-25 associée au détecteur thermoionique spécifique azote-phosphore présente
toutes les qualités de stabilité, de repraductibilité, de sensibilité, de pouvoir séparateur
(Fig. 1) permeitant I’application aux milieux biologiques. Toutefois, dans certains cas,
il pourra &tre judicieux de choisir une autre phase et ses conditions chromato-

graphiques.
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