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Uspostavljanje sustava tankoslojno
kromatografske analize za alprazolam,
diazepam, oksazepam i metadon

LJUBICA TOMASEK!, IRENA ZUNTAR?, JASENKA DIRLIC2, GORDAN MRSIC!

MUP RH, Ravnateljstvo policije, Centar za forenzi¢na ispitivanja, istraZivanja i vie§tacenja
»lvan Vugetié«
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Defining a system of thin-layer chromatography analysis for
alprazolam, diazepam, oxazepam and methadone

A bstract- Thinlayer chromatography is a quick, simple and econo-
mic analytical method for separating different analytes. Hence the pur-
pose of this work was to validate thin-layer chromatography as an analytical
procedure allowing simultaneous determination of the benzodiazepines
alprazolam, diazepam, oxazepam and the opioid methadone.

Validation of testing quality was performed using two TLC systems: Ta
system involving methanol and ammonium mixed in a 100:1.5 ratio and T¢
system with dichloromethane and methanol mixed in a 9:1 ratio.

In the process of validating the testing quality, selectivity needs to be
tested and limit of detection must be set for each analyte. For selectivity
testing, standard analyte solutions and certain auxiliary substances were
prepared (matrix), so we could monitor the influence of the matrix on
analyte separation.

Limit of detection was established by preparing a set of dilutions of basic
standard solutions; after chromatogram visualisation, the lowest concen-
tration for detecting an analyte was set. Limits of detection are: alprazolam
0.80 pg/mL for T, system and 0.53 pg/mL for T¢ system; diazepam 3.14
pg/mL for T, and T systems; oxazepam 3.53 pg/mlL for T, system and
5.30png/mL for T¢ system, and methadone 6.09 tLg/mL for T, system and
9.14 pg/mL for T¢ system.

Based on the validation results, we were able to confirm that TLC systems
Ta and T¢ are appropriate for identification of benzodiazepines like alpra-
zolam, diazepam, oxazepam and of methadone and that auxiliary sub-
stances have no effect on the identification process.

('Forensic Science Centre »Ivan Vuéetics, 10000 Zagreb, Croatia, ZFaculty
of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, 10000 Zagreb,
Croatia)
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UvoD

Tankoslojna kromatografija kao prihvatljiva metoda u $irokoj je uporabi za odjeljiva-
nje i identifikaciju lijekova. Primjenjiva je za lijekove u ¢istom stanju, spojeve ekstrahira-
ne iz farmaceutskih formulacija kao i za ilegalno proizvedene tvari i bioloske uzorke. Jed
na je od najpovoljnijih, najbrzih i vrlo djelotvornijih metoda separacije. Prikladnost
kromatografskog sustava za odredenu namjenu provodi se postupkom validacije pri
¢emu se validiraju uzorci, metodologija i podaci. Kao standardni analiti¢ki postupak
mote se prihvatiti samo onaj kojemu izvedbene znaéajke zadovoljavaju postavljene uvjete
kvalitete (1-3). Za metode koje ce se koristiti u vise laboratorija, svaki laboratorij bi tre-
bao potvrditi metodu te odrediti varijacije usporedbom podataka iz drugih laboratorija

(1.

Alprazolam, diazepam i oksazepam su benzodiazepini koji se zbog svog umirujuceg
djelovanja siroko primjenjuju u klini¢koj praksi kao trankvilansi, anksiolitici, antikonvul
zanti, hipnotici i sedativi. Metadon je sintetski opioid koji se koristi kao analgetik i sred-
stvo u lijecenju morfinskih i heroinskih ovisnika (4-6). Pored svojeg medicinskog znacaja
i siroke primjene u klini¢koj praksi ¢esto su i predmet zloporabc pa se ubrajaju medu
najéesce zloupotrebljavane lijekove.

U ovom je radu izvriena razrada i validacija analitickog postupka identifikacije alpra-
zolama, diazepama, oksazepama i metadona brzom i jeftinom mctodom tankoslojne kro-
matografije, u svrhu njezine $iroke i lako dostupne primjene u laboratoriju i u forenzi¢noj
praksi. U tu svrhu ispitivanje je provedeno u dva sustava otapala za razvijanje kromato
grama. Da bi se utvrdila prihvatljivost odabranog naé¢ina identifikacije analiziranih spo-
jeva provedena je kvalitativna validacija tankoslojne kromatografije koja ukljucuje ispiti
vanje selektivnosti i utjecaja matriksa te odredivanje granice dokazivanja za odabrane
vrste spojeva.

MATERIJALI I METODE

Za provedbu kromatografskog postupka (7) koristeni su: HF,s kromatografske ploce
20%20 cm (MERCK) (uz dodatak fluorescentnog indikatora (254 nm)), komore za razvi
janje kromatograma, prskalice za vizualizaciju kromatograma, graduirane mikropipete
od 5 1L za nanosenje uzorka na kromatografsku podlogu, UV svjetiljka, susilo i fotograf-
ska komora. Potrebni diklormetan p.a., metanol, amonijak p.a., sulfatna kiselina 95%,
platina klorid i kalijev jodid p.a. pribavljeni su od Merck-a, dok je kloridna kiselina p.a.
pribavljena od Kemike. Takoder su koristeni standardi diazepama, alprazolama, oksaze-
pama i metadona (LIPOMED), pomocne tvari saharoza (Merck), laktoza, kukuruzni
§krob i mikrokristali¢na celuloza (KEMIG) te uzorci tableta Normabel 2 mg (BELUPO),
Helex 0,25 mg (KRKA), Praxiten 15 mg (PLIVA) i Heptanon 5 mg (PLIVA). Za vizualiza
ciju su priredene 2M sulfatna kiselina i kiseli kalijev jodoplatinat. Kiscli kalijev jodoplati-
nat je pripremljen otapanjem 0,25 g platina klorida i 5 g kalijeva jodida u 100 mL d.i.
vode te je tako dobivena otopina zakiseljena s 5 mL koncentrirane kloridne kiseline.
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Razrada analiti¢kog postupka

Priprava mobilne faze

Ispitivanje je provedeno u dva sustava otapala, T i Tc. Ta sustav je prireden mijesa-
njem 100 mL metanola i 1,5 mL 25%-tne otopine amonijaka, a T¢ sustav mijesanjem 90
mL diklormetana i 10 mL metanola (1). Za zasi¢ivanje komora se koristila svieza smjesa
otapala.

Priprava uzoraka

Pocetna ispitivanja pri odredivanju uvjeta TLC analize sastojala su se u odredivanju
pogodne koncentracije uzorka ispitivanih spojeva za analizu upotrebom komercijalnih
pripravaka odabranih spojeva. Tako je za diazepam utvrdena koncentracija otopine od 2
mg/ml, za alprazolam 0,25 mg/mL, oksazepam 7 mg/mLi metadon 2,5 mg/mL u meta-
nolu.

Priprava osnovnih otopina uzoraka standarda
Osnovne otopine standarda diazepama, oksazepama i metadona su pripremljene ota-
panjem odredene koli¢ine standarda u 5 mL metanola, a alprazolama otapanjem u diklor

metanu (1). Koncentracije osnovnih otopina standarda iznosile su: alprazolam 0,80
mg/mL; diazepam 7,84 mg/mL; oksazepam 7,06 mg/mL i metadon 6,09 mg/mL.

Provedba kromatografskog postupka

Nakon razvijanja ploce se suse i vizualiziraju. Promatraju se pod UV svijetlom pri 254
nm. Prskaju 2M sulfatnom kiselinom, suse susilom 5 min te ponovno promatraju pod
UV svijetlom pri 366 nm. Potom se kromatogram obraduje kiselim kalijevim jodoplati
natom §to rezultira pojavom tamnih mrlja na svijetloj podlozi (7).

Validacija analitickog postupka

Nakon §to su razradom metode definirani uvjeti izvodenja analitickog postupka,
izvrSena je validacija metode za kvalitativno odredivanje alprazolama, diazepama, oksaze-
pama i mctadona ispitivanjem selektivnosti i utjecaja matriksa te utvrdivanjem granice
dokazivanja.

Selektivnost

Za odredivanje selektivnosti pripremljene su otopine standarda alprazolama, diazepa-
ma, oksazepama i metadona te otopine pomoc¢nih tvari (laktoze, kukuruznog skroba,
mikrokristali¢ne celuloze i saharoze) radi ispitivanja njihovog utjecaja na identifikaciju
analiziranih spojeva. Kako bi se ispitala selektivnost, odnosno utjecaj matriksa na identi-
fikaciju alprazolama, diazepama, oksazepama i metadona na kromatografsku plocu se
nanosi 5 pLL otopine ispitivanih tvari i priredenih pomo¢nih tvari, ploce se razviju u T, i
Tk sustavu otapala, vizualiziraju 2M H,SOy i kiselim kalijevim jodoplatinatom te se po-
tom odredi utjecaj matriksa na identifikaciju analita.
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Priprema otopina za odredivanje selektivnosti:

1. Alprazolam

U tabletama alprazolama kao pomocne tvari izmedu ostalih nalaze se laktoza, mikro-
kristali¢na celuloza i kukuruzni skrob (8) te su stoga priredene sljedece otopine standar-
da: alprazolama (0,80 mg/mL), laktoze (5 mg/mL), mikrokristali¢ne celuloze (2,5
mg/mL), kukuruznog §kroba (5 mg/mL), alprazolama i laktoze (0,5 mL 0,80 mg/mL i
10mg), alprazolama i mikrokristali¢ne celuloze (0,5 mL 0,80 mg/mLi 5 mg), alprazolama
i kukuruznog kroba (0,5 mL 0,80 mg/mLi 5 mg), alprazolama, laktoze, mikrokristali¢ne
celuloze i kukuruznog $kroba (0,5 mL 0,80 mg/mL, 10 mg, 5 mgi 5 mg) i tablete alprazo-
lama (0,25 mg/mL).

2. Diazepam

Kao najéesce pomocne tvari u tabletama diazepama nalaze se laktoza i kukuruzni
skrob(9) te su priredene sljedece otopinc standarda: diazcpama (7,84 mg/mL), laktoze (5
mg/mL), kukuruznog skroba (5 mg/mL), diazepama i laktoze (0,5 mL 7,84 mg/mLi 10
mg), diazepama i kukuruznog $kroba (0,5 mL 7,84 mg/mL i 5 mg), diazepama, laktoze i
kukuruznog 8kroba (0,5 mL 7,84 mg/mL, 5 mgi 5 mg) i tablete diazepama (2 mg/mL).

3. Oksazepam

Laktoza i kukuruzni $krob neke su od pomoc¢nih tvari koje se nalaze u komercijalnim
tabletama oksazepama (10) te su stoga priredene sljedece otopine standarda: oksazepama

(7,06 mg/mL), laktoze (5 mg/mL), kukuruznog gkroba (5 mg/ml), oksazepama i laktoze
(0,5 mL 7,06 mg/mL i 10 mg), oksazepama i kukuruznog skroba (0,5 mL 7,06 mg/mL i
5 mg), oksazepama, laktoze i kukuruznog $kroba (0,5 mL 7,06 mg/mL, 5 mgi 5 mg) i tab-
lete oksazepama (7 mg/mlL).

4. Metadon

Pripravak metadona izmedu ostalih sadrzi laktozu i saharozukao pomocne tvari (10) te
su priredene sljedece otopine standarda: metadona (6,09 mg/mL), laktoze (5 mg/mL), sa-
haroze (5 mg/mL), metadona i laktoze (0,5 mL 6,09 mg/mL i 10 mg), metadona i saharo-
ze (0,5 mL 6,09 mg/mLi 5 mg), metadona, laktoze i saharoze (0,5 mL 6,09 mg/mL, 5 mg
i 5 mg) i tablete metadona (2,5 mg/mL).

Granica dokazivanja

Radi odredivanja granice dokazivanja ispitane su priredene otopine pojedinog stan
darda i njihova odredena razrjedenja:

a) alprazolam - 0,80 mg/mLi 0,266 mg/mL

b) diazepam - 7,84 mg/mL, 2,35 mg/mLi 1,568 mg/mL
c) oksazepam - 7,06 mg/mLi 1,765 mg/mL

d) metadon - 6,09mg/mLi 3,045 mg/mL.

Navedena razrjedenja otopina standarda pojedinog spoja se nanose na plo¢u u volu-
menu od 1-5 pL kao i 2 uL osnovne otopine standarda. Koncentracija kod koje je spoj
vidljiv pod UV svijetlom i nakon vizualizacije sulfathom kiselinom i kiselim kalijevim
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jodoplatinatom predstavlja granicu dokazivanja. Razvijanje kromatograma za svaki ana

lit se vrsi tri puta kako bi se utvrdila ponovljivost i sa sigurnoscu odredila granica dokazi
vanja.

REZULTATI I RASPRAVA

Selektivhost

Selektivnost alprazolama, diazepama, oksazepama i metadona ispitana je u Toi T sus-
tavu otapala nanosenjem osnovne otopine standarda navedenih spojeva, pojedina¢no
odabranih pomoc¢nih tvari, uzorka otopine standarda pojedinih analiziranih spojeva i po-
jedinih pomo¢nih tvari, njihova skupnog uzorka te otopine pojedinih tvornickih pripra-
vaka analiziranih spojeva. Kromatogrami za diazepam (slika 1. i slika 2.) prikazani su kao
primjer kromatograma analiziranih spojeva tijekom ispitivanja njihove selcktivnosti.

a) 254 nm

b) 366 nm

| S 9 TR TS INRY PR |

¢) kiseli kalijev jodoplatinat

&

Slika 1. Ispitivanje selektivnosti diazepama u T, sustavu otapala pri valnoj duljini 254 nm,
366 nm i nakon vizualizacije kiselim kalijevim jodoplatinatom:
1 — diazepam (osnovna otopina standarda); 2 — laktoza; 3 ~ kukuruzni $krob;
4 —diazepam i laktoza; 5 — diazepam i kukuruzni 8krob; 6 — diazepam, laktoza i
kukuruzni 8krob; 7 — tableta diazepama (2 mg/mL)

¢} kiseli kalijev jodoplatinat

Slika 2. Ispitivanje selektivnosti diazepama u T sustavu otapala pri valnoj duljini 254 nm,
366 nm i nakon vizualizacije kiselim kalijevim jodoplatinatom:
1 —diazepam (osnovna otopina standarda); 2 — diazepam i laktoza; 3 — diazepam i
kukruzni $krob; 4 — diazepam, laktoza i kukuruzni krob; 5 - tableta diazepama
(2 mg/mL); 6 - laktoza; 7 — kukuruzni $krob
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Analizom nanesenih uzoraka za alprazolam pri valnoj duljini od 254 nm i nakon
vizualizacije moize se zaklju¢iti da odabrane pomoc¢ne tvari laktoza, mikrokristali¢na celu-
loza i kukuruzni $krob ne utje¢u na identifikaciju alprazolama obzirom da su Rg vrijed-
nosti uzoraka koji sadrze alprazolam jednake, dok za laktozu, mikrokristali¢nu celulozu i
kukuruzni skrob vrijednosti su nula obzirom da komponente zaostaju na startnoj crti.
Dobivena Rg vrijednost alprazolama u T sustavu otapala iznosi 77-79, dok u T sustavu
iznosi 48-56. Takoder, analizom uzoraka za diazepam (slika 1. i slika 2.) razvidno je da
laktoza i kukuruzni skrob nemaju utjecaja na njegovu identifikaciju buduci su Re vrijed-
nosti otopina koje sadrze diazepam iste dok su za laktozu i kukuruzni $krob nula, odnos-
no pomocne tvari ostaju na startu. Izra¢unata R vrijednost diazepama u T, sustavu ota-
pala iznosi 85-88, dok u T sustavu otapala iznosi 85-92.

[spitivanjem selektivnosti u odabranim TLC sustavima otapala za oksazepam dobi-
veni su isti rezultati, odnosno ispitane pomocne tvari nemaju utjecaj na njegovu identifi-
kaciju. Utvrdena R vrijednost oksazepama u T, sustavu otapala iznosi 82-85, a u Tc sus-
tavuiznosi 48-58. Na kromatogramu razvijenom u T¢ sustavu otapala pod UV svijetlom
pri 254 nm i 366 nm uo&eno je razlaganje oksazepama dok se nakon vizualizacije s kise-
lim kalijevim jodoplatinatom uo¢ava samo jedna, donja mrlja (komponenta) &ija je R vri-
jednosti navedena. Zasebno suizolirane obje identificirane mrlje, ekstrahirane diklorme-
tanom i analizirane plinskom kromatografijom s masenim spektrometrom (GC-MS)
¢ime je utvrdeno da obje mrlje (komponente) po svom sastavu odgovaraju oksazepamu.

Oksazepam je kiralni 3-hidroksibenzodiazepin koji se na tr#istu pojavljuje u obliku
racemata. Ima hidroksilnu skupinu u asimetri¢nom C3 polozaju i posjeduje dva enantio-
mera. Farmakoloski aktivni S(+) enantiomer pokazuje 100-200 puta vedi afinitet veziva-
nja na receptore od njegova R(-) oblika (11). Enantiomeri 3-hidroksibenzodiazepina pod-
lo#ni su spontanoj kiralnoj inverziji u polarnom otapalu kako je to slu¢aj u T sustavu
otapala, odnosno priroda organskog otapala je parametar koji moze znacajno interferirati
s kiralnom inverzijom. Za pretpostaviti je kako je mehanizam racemiziranja posljedica
brze tautomerijske ravnoteze izmedu prstena i akiralnih iminoaldehidnih oblika (12,13).
Iz toga proizlazi da dvije mrlje identificirane pod UV svijetlom i GC-MS analizom odgo-
varaju enantiomerima oksazepama, odnosno da se radi o racemi¢noj smjesi koja se ne
mote eksplicite odrediti primijenjenim tehnikama. Za pretpostaviti je kako je udjel S(+)
enantiomera zbog njegova farmakoloskog djelovanja znatno veci na §to nas upucuje i
veli¢ina, odnosno koncentracija identificiranih mrlja koja je znatno veca pri R vrijed-
nosti koja je ujedno i detektirana nakon vizualizacije kiselim kalijevim jodoplatinatom.

Nakon ispitivanja selektivnosti uzoraka metadona proizlazi da odabrane pomocne tva
ri, saharoza i laktoza takoder ne pokazuju utjecaj na identifikaciju metadona kako je to
potvrdeno i za odabrane benzodiazepine obzirom da su Rg vrijednosti uzoraka koji sadrze
metadon identi¢ne, dok su za saharozu i laktozu jednake nuli. Dobivena Re vrijednost
metadona u T, sustavu otapalaiznosi 38-49, a u T sustavu 14-18.
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Granica dokazivanja

Odredivanje granice dokazivanja alprazolama, diazepama, oksazepama i metadona
provedeno je u dva sustava otapala, T, i T, pripremanjem razrjedenja osnovnih otopina
standarada. Granica dokazivanja odredena je utvrdivanjem koncentracije analita na kro-
matografskoj plo¢i koja je vidljiva i pod UV svjetlom i nakon vizualizacije, a prema poz-
natoj koncentraciji razrjedene osnovne otopine standarda. Odredenc granice dokazivanja
u oba sustava otapala za pojedine ispitane spojeve prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Granice dokazivanja u sustavu otapala T4 i T¢ za alprazolam, diazepam,
oksazepam i metadon.

Granica dokazivanija (j1g/mL)

Sustav otapala T, Sustav otapala T¢
Alprazelam 0,80 0,53
Diazepam 3,14 3,14
QOksazepam 3,53 5,30
Metadon 6,09 9,14

Razvidno je kako se tankoslojnom kromatografijom uz primjenu T, i T¢ sustava otapa-
la mogu identificirati vrlo niske koncentracije ispitanih spojeva.

Ispitivanje prikladnosti T, i T sustava otapala

Da bi se utvrdila prikladnost T, i T¢ kromatografskog sustava za istodobnu identifi-
kaciju alprazolama, diazepama, oksazepama i metadona na kromatografsku plocu se na-
nosi otopina komercijalnih tableta navedenih analita. Kromatografske ploce se razviju,
analiziraju pod UV svjetlom pri 254 nm i 366 nm te vizualiziraju sulfatnom kiselinom i
kiselim kalijevim jodoplatinatom (slike 3. i 4.).

Kako je to razvidno iz slika 3a. i 4a. pri 254 nm alprazolam, diazepam, oksazepam i
metadon gase fluorescenciju dok pri valnoj duljini od 366 nm, slike 3b. i 4b. samo dia-
zepam i oksazepam pokazuju svojstvo fluorescencije, dok alprazolam i metadon ne poka-
zuju svojstvo fluorescencije pri toj valnoj duljini. Kona¢no, kromatogam se obraduje
odabranim reagensom za vizualizaciju §to rezultira pojavom tamnih mrlja na svijetloj
podlozi, kako je to prikazano na slikama 3c. i 4c.

Na ovaj je naéin provedenim ispitivanjima utvrdeno kako se alprazolam, diazepam,
oksazepam i metadon vrlo uspje$no mogu identificirati istoviemenom primjenom Tai Te
sustava otapala obzirom na njihov razli¢iti afinitet prema stacionarnoj i mobilnoj fazi, od-
nosno obzirom na razli¢ite Revrijednosti ispitanih analita.
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a) 254 nm b) 366 nm c) kiseli kalijev
jodoplatinat J

Slika 3. Ispitivanje prikladnosti T, sustava otapala za identifikaciju diazepama,
oksazepama, alprazolama i metadona pri 254 nm, 366 nm i nakon vizualizacije kiselim
kalijevim jodoplatinatom: 1 - diazepam; 2 —oksazepam; 3 — alprazolam; 4 — metadon

B '@
a) 254 nm b) 366 nm c) kiseli kalijev
| jodoplatinat

i

Slika 4. Ispitivanje prikladnosti Tc sustava otapala za identifikaciju diazepama,
oksazepama, alprazolama i metadona pri 254 nm, 366 nm i nakon vizualizacije kiselim
kalijevim jodoplatinatom: 1 - diazepam; 2 — oksazepam; 3 — alprazolam; 4 — metadon

ZAKLJUCAK

Razraden je i validiran analiti¢ki postupak identifikacije alprazolama, diazepama, ok-
sazepama i metadona metodom tankoslojne kromatografije. Validacija je provedena u
dva odabrana sustava otapala, T4 i Tc. Na temelju dobivenih rezultata utvrdeno je da su
Ta i Tc sustavi otapala prikladni za njihovu identifikaciju. Odredene su Rgvrijednosti
ispitanih analita u T, i T¢ sustavu. Potvrdeno je da ne postoji utjecaj matriksa na identi-
fikaciju ispitanih analita, odnosno da su odabrani sustavi otapala selektivni. Na ovaj se
naéin mogu analizirati vrlo niske koncentracijc ispitanih analita na $to ukazuju utvrdene
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granice dokazivanja. Obzirom da jc tankoslojna kromatografija dokazana kao vrlo pogo-
dan, jednostavan, brz i ekonomican analiti¢ki postupak, moze sc reci da je prikladna
metoda za rutinska kvalitativna ispitivanja klini¢ki vaznih odabranih benzodiazepina i
opioida kako u laboratorijskoj tako i ferenzi¢noj praksi.
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