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Benzodiazepin Grubu 11'4 ve Metabolitlerinin Kan ve 
İdrarda Aranmaları  

1. Klordiazepoksid ve Nitrazepam 

Detection and İ dentification of Benzodiazepines and Their Me-
tabolites in Blood and Urine 

1. Chlordiazepoxide and Nitrazepam 

Nevin VURAL, Tülin SÖYLEMEZOĞLU * 

Genel kimyasal yap ı lar ı  5—fenil—l.4—benzodiazepin olan psi-
koaktif ilaçlar ın en eskisi ve en çok kullan ı lanı  klordiazepoksid (7— 
kloro— 2 —metilamino— 5 —fenil-3 H-1,4—benzodiazepin-4—oksid) dir. 
Bu maddenin sentezi 1933 y ı lı nda yap ı lmış  olmakla beraber, far-
makolojik özellikleri ancak 1960 y ı lı nda gösterilmi ş tir (9). Türkiye' 
de halen be ş  benzodiazepin bile ş iğ i piyasada bulunmaktad ır: Klor-
diazepoksid (Librium, Perlibrium, Liberan), diazepam (Diazem, 
Valibrin, Zepam), okzazepam (Adumbran, Ekilibrin, Serepax), 
nitrazepam (Mogadon) ve medazepam (Nobrium, Nobraksin) (2). 

Minör trankilizan ve antidepresan olarak kullan ı lan benzodia-
zepinlerin genellikle toksisiteleri dü şüktür. Bununla beraber alkol, 
barbitürat, fenotiazinler, MAO (monoamino oksidaz inhibitörleri) 
ve imipramin benzeri maddelerle beraber al ındığı nda additif veya 
süper additif etkiye yol açarlar. Özellikle bu durum toksikolog ve 
trafik t ı bbı  ile ilgilenenler için çok önemlidir (13). Benzodiazepin-
lerin psikomotor, kardiyovasküler ve mental fonksiyonlara etkiyerek 
şöförün sürücülük arzusunu, h ı z ı nı  arttırmak veya normal sürücü-
lük performans ını  düşürmek sureti ile kazalara yol açt ığı  ileri sürül-
mektedir (10) . 

Araş tırmalara göre benzodiazepinlerin barbitürat ve sentetik 
morfin benzerlerinden sonra trafik kazalar ı na yol açan en önemli 

* Redaksiyon verildi ğ i tarih: 3 Kas ı m 1975 
Toksikoloji kürsüsü' Eczac ıl ık Fakültesi, Ankara Üniversitesi 
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bir ilaç grubu oldu ğu anla şı lmış tır (8). Bunun d ışı nda benzodiaze-
pinlerle a şı rı  doz nedeni ile, intihar veya kas ı tlı  zehirleme ve öldürme 
olaylarına raslanmaktad ır (21). Bu nedenle bu maddelerin vücut 
sıvı ları nda güvenilir, kesin yöntemlerle ara ş tırı lmas ı  gerekmektedir. 

Ara ş tırma konumuzdan biri olan klordiazepoksid kuvvetli bir 
anksiyete ilâc ı dır ve alkolizm tedavisinde de kullan ı lan bir benzodia-
zepindir. PRIBILLA, RANDALL ve arkada ş lar ı  gibi çe ş itli ara ş -
tı rıcı lar radyoaktif i şaretlenmi ş  kloriazepoksidin metabolizmas ı m in-
celemi ş lerdir. İ drarla ancak pek az miktar ı  değ i ş meden (11 günde 
% 7.5) at ı lır (17). 

Ana metabolizma yolu N-demetilasyon ve hidroliz ş eklindedir. 
Ba ş l ı ca metabolitleri N-desmetil ve laktam metabolitleridir (1) ve 
az miktarda da 2—amino-5—kloro-benzofenon idrarla at ı lı r. Ş ekil 
(1) de kloriazepoksidin ba ş lıca metabolizma yollar ı  gösterilmiş tir. 
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Ş ekil. 1. Klordiazepoksidin insandaki metabolizmas ı  

Nitrazepam ise (7—nitro-5—fenil 1.3 dihidro-2 H-1, 4—benzo-
diazepin-2—on) son zamanlarda kullan ı lmaya ba şlanan hipnotik 
etkili psikofarmakolojik bir ilâçfir. Farmakolojik özellikleri klordia-
zepoksidden farkl ı  olup, bu özelliğ i ilk kez Randall ve arkada ş lar ı  
tarafindan 1965 de aç ıklanmış tır. İ nsandaki ba ş lı ca metabolizma 
yolu redüksiyon, N-demetila şyon, asetilasyon ve hidroliz ş eklindedir 
(19). İ drarla 24 saatte % 13-20 si at ı lmakta ve ba ş lıca metabolitleri 
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Kan ve İ drarda Benzodiazepin Aranmas ı  

7—amino—, 7—asetamido— ve 3—hidroksi— türevleridir. Pek az da hid-
roliz ürünü olan 2—amino-5—nitrobenzofenon ı trah edilmektedir 
(5, 19). Ş ekil 2 de nitrazepam metabolizmas ı  görülmektedir. 

Ş ekil. 2. Nitrazepam ın insandaki metabolizmas ı  

Toksikolojik analizlerde, benzodiazepinlerin biyolojik mater-
yalde aranmalar ında, kuvvetli asit ortamda hidrolizleri ile olu ş an 
benzofenon türevlerinden yararlan ı lmaktad ır. pH 8-10 aras ı nda 
ekstraksiyon ve arkadan hidrolizden sonra, bu türevlerin tan ınma-
larında ve tayinlerinde ince tabaka kromatografisi (4, 18), spekt-
rofotometrik (5) ve UV spektral analiz (11) yöntemleri uygulanmak-
tad ı r. Ayrıca benzodiazepinlerin kendileri ve metabolitlerinin ara ş -
tırı lmas ında gaz kromatografisi (20 ) ve spektroflorimetrik (1) yön-
temler de geli ş tirilmektedir. 

Bu ara ş tı rmada benzodiazepin grubu ilâçlar ı n kendi olanak-
larımız içinde kan ve idrarda aranmalar ı  ve tan ı nmaları  ile ilgili 
bir çalış ma sunulmu ş tur. 

DENEL KISIM 

Ara ş tırmamız ba ş lıca üç bölümde toplanabilir: 

1— idrarda benzodiazepinlerin ara ş tırı lmas ı  ile ilgili ön deneyin 
geliş tirilmesi ve idrar ve kana ilâve edilen benzodiazepinlerin izole 
edilerek tan ımlanmalar ı . 
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2- Kloridazepoksid ve hidroliz ürünü olan 2-amino-5-kloro-: 
benzofenon türevinin biyolojik maddede ara ş tırı lmas ı  ve bu yön-
temin kloridazepoksid verilmi ş  kimselere uygulanmas ı . 

3- Nitrazepam ve 2-amino-5-nitrobenzofenonun idrarda ara ş -
tırı lması  ve bu yöntemin ilaç verilmi ş  kimselere uygulanmas ı . 

MATERYAL 

1. Saf benzodiazepinler (x) 

(Klordiazepoksid, okzazepam, diazepam, nitrazepam, meda-
zepam) 

Bu maddelerin metanolde % 0.1 lik çözeltileri kullan ı lmış tır. 
2. Benzofenonlar: 

2-amino-5-klorobenzofenon (Klordiazepoksid ve okzazepam' ı n 
hidroliz ürünleri) 

2-amino-5-nitrobenzofenon (Nitrazepam ın hidroliz ürünü) 

Bu maddeler tarafim ızdan hidroliz yolu ile elde edilmi ş tir. 

İ drar numuneleri, hiç ilaç almam ış  kimselerden al ı narak yön-
temin kontrolü için kullan ı lmış tır. Ayrı ca klordiazepoksid verilmi ş  
(oral olarak bir defas ında 10 mg olmak üzere 20 mg) 2 kişiden idrar 
numunesi 48 saat içinde 4-6 saatlik zaman aral ı klar ında toplanm ış -
tır. Nitrazepam ise gece yatmadan önce 10 mg verilmi ş  iki kimseden 
aynı  şekilde toplanm ış tı r. 

YÖNTEM 

2-amino-5-klorobenzofenon elde edilmesi: Kloriazepoksid, 
diazepam ve okzazepam ı n ortak hidroliz ürünleri olan bu madde 
KAMM ve arkada şları na göre (11) saf klordiazepoksid'den haz ırlan-
mış tır. 500 mg madde 30 dakika geri so ğutucu altında, (30 ml. su 
+ 10 ml kons. HCI) kar ışı mında ısı tı lmış , soğuduktan sonra ortam 
kalevilendirilerek benzofenon çöktürülmü ş tür. Elde edilen madde 
eterde kristallendirildikten sonra e.n tayini UV ve IR spektrum-
larımn incelenmesi ile safl ık kontrolü yap ılmış tır (6). 

(x) Saf benzodiazepinlerin aktif maddeleri Roche, Deva, Fako ve Tek ilaç sanayiinden sa ğ -

lanmış tı r. 
* Kloridiazepoksid için kullandığı nız temiz kan ise A.Ü. T ıp Fakültesinden sa ğ -

lanmış tır. 
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2-amino-5-nitro benzofenon elde edilmesi: Nitrazepam ı n 
hidroliz ürünü ve metabolitlerinden olan bu madde 500 mg saf mad-
deden haz ırlanm ış tı r. Madde s ı cakta metanolde çözüldükten sonra 
2 N HCI ile 24 saat 90 °C de geri so ğ utucu altı nda hidroliz edilir. 
Elde edilen çökelek soğutulduktan sonra süzülür ve kristallendirilir 
(etanolde e.n: 161 °) (15, 17). 

Benzodiazepinlerin idrarda aranmas ı  (ön deneme): 

Normal idrarlara, ayr ı  ayr ı  50-100 ıg aras ı nda benzodiazepin-
ler ilave edilerek aranm ış tır. Asit ortamda hidroliz olan benzodia-
zepinler kendilerinin mukabili olan benzofenonlar ı  verir. Benzofe-
nonlar ise en duyar renk reaktifi olan Bratton-Marshall (B-M i ) reak-

siyonu (16) ile aranm ış tır. Bunun için 20 ml idrar Na 2CO 3  ile pH 
9.5 a getirildikten sonra benzodiazepinler etil asetat ile ekstrakte 
edilerek organik faza al ı nmış  (7), arkadan 2 kere 5 ml % 10 HCI 
ile çalkalayarak asit ortamda 125 °C de 30 dakika hidroliz edilmi ş -
tir. Hidroliz edilmi ş  5 ml asit ekstrakta, 2 ml su, 0.2 ml % 0.4 NaNO 2 

 konur ve 3 dk. beklenir. Böylece diazolandırı lmış  ortama 0.2 ml % 2 
amonyum sulfamat ilave edilerek 10 dakika oda ı sı sında b ırak ı lır 
0.2 ml % 0.4 lük N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorürle kenet-
leme reaksiyonu yap ı lır. Benzofenonlar ı n bulunması  halinde viyole 
renk olu şur. 

Benzodiazepinlerin idrardan izolasyonlar ı  ve İ .T.K ile 
ayrılması : 

Burada ekstraksiyon yöntemi olarak MULE (14) prensip al ınmak-
la beraber benzodiazepinler için etilasetat daha iyi çözücü oldu ğun-
dan (9), (izoproponal + kloroform) yerine kullan ı lmış tı r. 

20 ml idrara 20 ıg madde ilave edilmi ş  ve pH 9.3 de etil asetat 
ile ekstrakte edildikten sonra, uçurulan kal ı nt ı  metil alkolde çözül-
müş  ve İ TK uygulanmış tı r. 

Benzodiazepinlerin tan ı mlanmas ı  için, önce adsorban tabakada 
benzodiazepinler 2 N H 2SO4  ile hidroliz edilmiş , (50 ml 2 N H2SO4 

 +2-3 g NaNO2) içeren bir tankda asitin yürümemesi için alt k ısmı  
kaz ı nan plak 5 dk NO2  buharlar ına tutulduktan sonra, üzerine % 0.2 
(su: aseton: 1:3) N- naftiletilendiamin püskürtülmü ş tür (B-M2) 
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(11). ITK üzerinde olu şan benzofenonlar Bratton-Marshall reak-
siyonu ile viyole renk verirler. Ayr ıca standartlarla çal ışı larak idrar-
daki duyarl ık s ı nırı  ve yakla şı k verim de saptanm ış tı r. 

Klordiazepoksiclin kazıda UV spektral analizle aran-
ması : 

Bu yöntemde JATLOW'un yöntemi esas al ı nmış tır. (12). 5-20 
.).g/ 2.5 ml klordiazepoksid kat ı lmış  plazma numunesi fosfat tamponu 
ile pH 7.4 a getirildikten sonra kloroformla ekstrakte edilmi ş tir. 
Kloroform faz ı  5 ml 0.5 N HCI ile çalkalanarak, 2 şer ml lik iki kı s-
ım. ayrı lı r. Birinci 2 ml ye (A) 0.5 ml N HCI, ikinci 2 ml ye (B) 0.5 
ml 0.5 N NaOH ilave edilerek UV spektrumu al ınmış  ve sonuçlar 
standart ile kar şı laş tırı lmış tı r. 

Klordiazepoksid ve benzofenon türevinin idrarda aran-
ması : 

a) Klordiazepoksid için, benzodiazepinlere uygulanan genel 
ekstraksiyon yönteminden yararlan ı lmış tır. Librium verilmi ş  kimse-
lerin idrarlarını n (verilen ilaç normal tedavi dozundan da a şağı da 
olması  nedeni ile) önceden 1 /5 oran ı nda yoğunla ş tırılması  yolu se-
çilmiş tir (18). Böylece 100 ml idrar su banyosunda 50 °C de uçuru-
larak 20 ml ye konsantre edilmi ş tir. Soğutulduktan sonra ekstraksi-
yon uygulanmış tır. İ .T.K de klordiazepoksid ve benzofenon meta-
boliti Bratton Marshall reaksiyonu ile aranm ış tır. 

b) Klordiazepoksid ve metabolitlerinin benzofenon türevine 
çevrilerek aranmas ı : 

20 ml idrar ön denemedeki gibi pH 9-10 aras ı  2 kere 10 ml klo-
roformla ekstrakte edilir ve 4 N HCI e al ınarak hidrolize tabi tutulur. 
Asit faz ı  soğutulduktan sonra 10 N NaOH ile pH 9-10 yap ı lır ve 2 
kere 10 ml etil asetat ile ekstrakte edilir. Etil asetat uçurulduktan 
sonra kal ı ntı  metil alkolde çözülerek İ TK ne uygulan ır. Plak üzerin-
de 2-amino-5-kloro benzofenon Bratton-Marshall reaksiyonu ile 
aranm ış tır. 

Nitrazepam ve benzofenon metabolitinin aranmas ı : 

Nitrazepam verilmi ş  kimselerden toplanan idrarlara genel ben-
zodiazepin ekstraksiyon tekni ğ i uygulanmış tır. Nitrazepam daha 
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Kan ve idrarda Benzodiapezin Aranmas ı  

kalevi özellik ta şı dığı ndan pH ayarlanmas ında doymu ş  Na,CO, 
kullan ı lmış  ve pH 9.5-10 aras ı nda tutulmu ş tur. İ TK üzerinde nit-
razepam ve metaboliti Bratton-Marshall renk reaksiyonu ile aran-
m ış tı r. 

BULGULAR 

1. Klordiazepoksid ve okzazepam ın hidrolizi ile invitro ve in-
vivo olu şan 2-amino-5-klorobenzofenon KAMM yöntemi ile sentez 
edilmi ş  olup, e.n. 96 °C bulunmu ş  ve UV ve IR spektrumlar ı  ş ekil 
3 ve 4 de görülmektedir. Buna göre 2-amino-5-klorobenzofenon UV de 
(kloroformda) 244 nm ve 386 nm maksimum absorbsiyon vermektedir. 

IJI 
C 244 

1 	73 	 2-amino- 5-klorobenzofen on 

210 250 	370 

Ş ek. 3. 2-amino-5-klorobenzofenon'un UV spektrumu (1 mg/100 ml kloroformda. 

2. Nitrazepamın hidroliz ürünü olan 2-amino-5-nitrobenzo-
fenon PRIBILLA'ya göre (17) sentez edilmi ş  ve e.n. : 165-168 °C bu-
lunmu ş tur. UV ve IR spektrumlar ı  şekil 5 ve 6 da, görülmektedir. 

3. İ TK bulguları  : Standart benzodiazepinler (Klordiazepoksid, 
nitrazepam, diazepam, medazepam ve okzazepam) ve benzofenon-
ları n (B-M 1) reaktifi ile Silikagel-G adsorban tabakas ı  üzerinde 
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Ş ek. 4. 2-amino-5-klorobenzofenonun IR spektrumu 

Ş ek. 5. 2-amino-5-nitrobenzofenonun UV spektrumu (1 mg /100 ml kloroformda) 

Ş ek. 6. 2-amino-5-nitrobenzofenonun IR spektrumu. 

(n-hekzan: benzen: aseton: amonyak) developman sistemi ile ver-
diğ i kromatogram ş ekil 7 de görülmektedir. B-M ı  reaksiyonu ile 
nitrazepam, okzazepam, medazepam ve benzofenonlar kolayca renk 
vermektedirler. Klordiazepoksid ile (Dragendorf NaNO, % S) 
reaktifi daha iyi sonuç vermi ş tir. 
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Şek. 7. Çe ş itli benzodiazepin ve benzofenonlar ını n İ TK ile elde edilen kromatogram- 

ları  
1) Diazepam 5 lı.g; 2) Okzazepam 5 14; 3) Klordiazepoksid 15 ıg; 

4) 2-amino-5-klorobenzofenon 5 t ı.g; 5) Medazepam 5 gg; 

6) Nitrazepam 5 [ı.g; 7) 2-amino-5-nitro-benzofenon 5 lig 

Adsorban madde: Silikagel-G 

Developman sistemi: (n-hekzan: benzen: aseton: amonyak): (35: 35: 35: 1) 

Developman süresi: 30 dakika 

Renk reaktifi: 1) Bratton-Marshall reaktifi (B-M 2 ) 

2) Dragendorff % 5 NaNO, 

Tablo I de sonuçlar toplanm ış tı r. 

Klordiazepoksid verilmi ş  şahısları n idrar ı ndan iki ayrı  yöntemle 
izole edilen ekstraktın verdiğ i kromatogram şekil 8 de görülmektedir. 
Kromatogram ın incelenmesinden anla şı laca ğı  üzere, idrar ekstrakt ının 
hidroliz edilmeden İ TK na uygulanmas ı  ile klordiazepoksid görül-
memektedir. Ancak 3,4 ve 5. fraksiyonlarda 2—amino-5—kloroben- 
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Şek. 8. 20 mg librium verilmi ş  bir kimsenin idrar ekstrakt ın ın İ TK ile elde edilen kro- 

matogram ı  

I) Librium (15 gg) 2-amino-5-nitrobenzofenon (5 p.g) 

2) İ lâç verilmeden önceki idrar ekstrakt ı  

3) (0-6) saat; 4) (6—j1) saat; 5) (11-18) saat; 6) (18-23) saat; 7) (23-28) saat aral ık-

larmda alınan idrar numunesi ekstraktlar ı  (hidroliz edilmeden) 

8) Boş  idrar; 9) (0-5) saatte; 10) (5-12) saat; 11) (12-18) saat aralar ında alınan idrar 

numuneleri (hidroliz yöntemi ile) 

Adsorban: Silikagel-G 

Developman sistemi: n-hekzan: benzen: aseton: amonyak): (35: 35: 35: 1) 

Developman müddeti: 30 dakika 

Renk reaktifi: Bratton-Marshall (B-M 2) reaktifi 



Kan ve Idrarda Benzodiazepin Aranmas ı  

Tablo I. Benzodiazepinlerin İ TK üzerindeki çe ş itli 
reaktiflerle verdi ğ i renk ve duyarl ık 

Madde Rf* 

Renk ve duyarl ık 

Dragendorf - NaN0 2 Bratton-Marshall r. 

Klordiazepoksid 0.10 Kahverengi 1 iig Viyole 15 lı.g 
Okzazepam 0.18 Aç ık kahverengi 2 ı g Viyole 5 ng 
Diazepam 0.58 Kahverengi 1 ng -- 

Pembe viyole 1 gg Nitrazepam 0.40 Kahverengi 1 ng 
Medazepam 0.62 Turuncu 1 zg Turuncu 1 lig 
2-amino-5-kloro- 
benzofenon 

0.68 Kahverengi' turuncu 
1 gg 

Viyole 1 ng 

2-amino-5-nitro- 
benzofenon 

0 .65 Kahverengi; turuncu 
1 	ı g 

Pembe viyole 1 g i.ı. 

* Developman sistemi (N-hekzan: benzen: aseton: amonyak) : (35: 35: 35: 1) 

Adsorban madde: Silikagel G 

zofenon yerinde lekeler elde edilmi ş tir. İ drar ı n ekstraksiyonundan 
sonra hidroliz ürünün İ TK uygulanması nda B-M i reaksiyonu ile 
2—amino-5—klorobenzofenon saptanm ış tı r. 

Ş ekil 9 da ise standart nitrazepam, 2—amino-5—nitrobenzofe-
non, normal idrar ve nitrazepam verilmi ş  kimsenin idrar ekstrakt ı -
nı n Silikagel-G adsorban tabaka üzerinde B-M, ile verdi ğ i kroma-

togram görülmektedir. Klordiazepoksidden farkl ı  olarak hidroliz 
edilmemiş  idrar ekstrakt ı  ile de nitrazepam ve 2—amino-5—nitroben-
zofenon yerinde B-M ı  ile viyole renk olu ş mu ş tur. 

Ultraviyole spektral analizi: 

Klordiazepoksidin kandan ekstraksiyondan sonra 0.5 N HCI 
ve (0.5 N HCI -F 0.5 N NaOH) içindeki spektrumlar ı  ve saf mad-
deninki ş ekil 10 ve 11 de görülmektedir. Klordiazepoksid 0.5 N HCI 
içinde 245 nm de maksimum absorbsiyon göstermektedir ( Ş ekil 10). 
Duyarl ı k 15 gg klordiazepoksid /2.5 ml plazmad ı r. 

SONUÇ VE TARTIŞ MA 

1. Zehirlenmelerin mahiyeti bilinmedi ğ inde, hangi kimyasal 
madde ve ilâç grubu oldu ğunu saptamada ön denemeler çok önemli-
lidir. Bu nedenle ara ş tı rmamı zda, idrarda benzodiazepinlerin aran-
mas ı  ile ilgili ön deneme üzerinde de durulmu ş tur. İ drarla at ı lan 
benzodiazepinler ve çe ş itli metabolitleri asit ortamda hidrolizle kar-
şı lığı  benzofenonlara dönü ş mektedir. Hidrolizin tam olmas ı nda asit 
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Ş ek. 9. 10 mg Mogadon verilmi ş  bir kimsenin idrar ekstrakt ın ın İ TK ile elde edilen 

kromatogram 

1) ilaç verilmeden al ınan idrar ekstrakt ı ; 

2) (0-10) saat; 3) (10-17) saat; 4) (17-24) saat; 5) (24-31) saat; 

6) (31-60) saat; 7) (60-71) saat; 8) (71-80) saatler aras ında al ınan idrar ekstrakt ı ; 

9) Nitrazepam 5 tı.g; 10) 2-amino-5-nitrobenzofenon 5 tig 

Adsorban madde: Silikagel-G 

Developman sistemi: (n-hekzan: benzen: aseton: amonyak): (35: 35: 35: 1) 

Developman süresi: 30 dakika 

Renk reaktif: Bratton-Marshall reaktif (B-M 2 ) 

konsantrasyonunun % 10 dan a ş ağı  olmamas ı  gerekir. Ara ş tırma-
mı zda 4 N HCI içinde 125 °C de yar ı m saatin bu dönü ş me için uy-
gun olduğu saptanm ış tır. Bu durum BEYER ve SADEE (5) yöntemine 
uymaktad ır. CLARK' ın (7) verdiğ i yöntemde, hidroliz 6 N HCI içinde 
yap ı lmakta, fakat reaksiyon ortam ı nı n asiditesi hakk ı nda açıkl ı k 
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Ş ek 10. Standart klordiazepoksidin UV spektrumu 
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Ş ek. 11. Kandan izeole edilen klordiazepoksidin UV spektrumu 

yoktur. Aslında Bratton-Marshall reaksiyonun olu şması  ve renk şid-
detinde asit konsantrasyonu çok önemlidir (5). Optimum deney 
şartlarında asiditenin 2.3-3 N HCI içinde yap ı lması  ve amonyum 
sulfamatm °/,,' 2 lik olmas ı  gerektiğ i saptanm ış tır. Aromatik primer 
aminler için genel reaksiyon oldu ğu için B-M i reaksiyonu ile ancak 
ön bir bilgi edinilebilir. 

2. Benzodiazepinlerin benzofenonlar ını  UV spektrumu ve IR 
ile ayırd etmek mümkün olduğ undan, bu yöntemlerle hangi benzo-
diazepin olduğunu anlaşı labilir. Ancak okzazepam ve kloridazepok-
sidin benzofenonlar ı  (2—amino-5—klorbenzofenon) identik oldu ğun-
dan UV spektrumu bu iki benzodiazepini ay ırdetmeğ e elveri ş li bir 
yöntem değ ildir ( 6). 
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3. İ TK ile benzodiazepinlerin ayr ı lmas ı  iyi sonuç vermektedir. 
Literatürde kullan ı lan (2) (petrol eteri: etil asetat: aseton: amonyak) 
developman sisteminde, petrol eteri yerine k.n. daha yüksek ve ka-
rışı m olmayan n-hekzan tercih edilmi ş tir. Böylece daha stabil bir 
atmosfer sa ğ lanm ış  ve ayr ı lmalar daha iyi ve kesin olmu ş tur ( Ş ekil 7). 
Saf maddelerle duyarl ık 1-5 ıg civarı nda bulunmu ş  olup, 20 ml 
idrara 20 gg madde ilâvesi ile sonuç almmaktad ır. Bu sonuç litrede 
1 mg maddeyi tekabül etmektedir ve böylece kulland ığı mız ekstrak-
siyon yöntemi normal tedavi dozlar ında dahi yeterlidir. 

Araş tırmam ızda, İ TK üzerinde klordiazepoksid detekte edilme-
mesine rağmen, benzofenondan ba şka, Bratton-Marshall reaksiyonu 
ile olumlu sonuç veren ve R I= 0.59 olan bir leke daha elde ettik. Bu 
klordiazepoksidin ba ş lı ca metabolitlerinden (laktam veya N-dimetil 
türevi) olabilir. Ancak elimizde bulunmayan bu metabolitler için 
kesin sonuca varamad ı k. Ayrıca literatürde klordiazepoksidin kendi-
sinin çok az ve yava ş  at ı ldığı  (17) bildirilmektedir. Verilen dozun 
tedavi dozundanda a ş ağı  olmas ı , bu sonucun normal olduğunu gös-
termektedir. 

Ekstraksiyondan sonra, benzodiazepinleri benzofenona dönü ş -
türerek İ TK uygulamakla daha iyi sonuç almmaktad ır. Ancak bu 
yöntem metabolit çal ış ması  için yeterli değ ildir. Fakat zehirlenmenin 
te şhisinde yeterli olmaktad ı r. 

Klordiazepoksidin kanda UV spektrofotometrik ara ş tırmas ı  ile 
yaptığı mız çal ış ma olumlu sonuç vermi ş tir. Duyarl ı k 15 gg /2.5 ml 
kan bulunmu ş tur. Bu miktar 100 ml kanda 0.6 mg klordiazepokside 
tekabül etmektedir. JATLOW (12) ayn ı  yöntemle duyarlığı n 0.2 
mg/100 ml kana kadar inece ğ inden bahsetmekle beraber çal ış malar-
da daha yukar ı  miktarlarla ara ş tırma yapm ış tır (1.7 mg/100 ml 
kan). 

Nitrazepam ve benzofenon metabolitinin idrardan ekstraksi-
yonundan sonra İ TK ile tan ı mlanmas ı  dü ş ük dozda bile mümkün 
olmaktad ı r. İ drara ilave edilen 20 ı g nitrazepam İ TK ile tan ı mla-
nabilmiş tir. Ş ekil 9 daki kromatogramda görüldü ğü üzere as ı l madde 
ve benzofenon türevinden ba şka B-M ı  reaktifi ile olumlu sonuç ve-
veren bir leke daha vard ır. Bu ana metabolitlerinden 7—amino nit-
razepam ürünü olabilir. SAWADA ve arkada ş ları  (18) nitrazepam ı n 
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insanlarda idrarla at ı lan ba ş lıca metabolitlerinin 7—amino ve 7-ase-
tamido türevleri oldu ğunu saptamış lard ır. 

ÖZET 

Bu çalış mada, halk aras ı nda geli şigüzel kullan ı lmalar ı  nedeni 
ile zehirlenmelere yol açan ve ayr ı ca trafik kazalar ı nda da önemli 
bir etken olan benzodiazepinlerin biyolojik materyalde aranmalar ı  
ile ilgili yöntem sunulmu ş tur. 

1. Standart benzodiazepinlerle (klordiazepoksid, okzazepam, 
diazepam, nitrazepam ve medazepam) yap ı lan çalış malara göre 
kullandığı mız ekstraksiyon yönteminin duyarl ık", normal tedavi 
dozu alt ında alı nan ilaçlar ın dahi tan ı mlanmas ı  için yeterli bulun-
mu ş tur. 20 ml. idrarla 20 µg duyarl ı k saptanm ış tı r. 

2. Klordiazepoksid verilmi ş  (sabah ve ak ş am total doz 20 mg) 
kimselerin idrarı ndan 28 saat içinde al ınan 5 fraksiyonda da ana 
madde saptanmam ış  ancak 3, 4 ve 5. fraksiyonlarda (18., 23., 28. 
saatlerde) minör metabolitlerinden olan 2—amino-5—klorobenzofe-
non eser olarak (yakla şı k 5 p.g alt ı nda) kromatogramda saptanm ış -
tır ( Ş ekil 8). 

İ drarda, klordiazepoksid ve metabolitlerinin hidrolizi ile elde 
edilen benzofenon türevi ITK üzerinde belirgin ş ekilde görülmüş -
tür. 

Klordiazepoksidin plazmada (0.6 mg /100 ml plazma) duyarl ık-
la tan ı mlanabileceğ i saptanmış tır ( Ş ekil 10). 

3. Nitrazepam verilmi ş  (10 mg) kimselerin idrar ı nda, genel 
benzodiazepin ekstraksiyon yöntemi ile 80 saatlik 7 idrar fraksiyonun-
da da ana madde ile metabolitlerinden biri olan 2—amino-5—nitro-
benzofenonun at ı ldığı  saptanm ış tır ( Ş ekil 9). 

Ayrıca benzodiazepinlerin idrarda aranmas ı  için kullanı lan ön 
deneme üzerinde de durulmu ş tur. 

SUMMARY 

In this research, the rapid detection and identification of 5 ben-
zodiazepines (chlordiazepoxide, nitrazepam, oxazepam, diazepam 
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and medazepam) and their benzofenon metabolites, which their use 
often causes poisonings and is an important factor in traffic accidents, 
has been presented. 

1. We found that our extraction method is well enough to de-
tect the benzodiazepines in urine even the dose is below the normal 
therapeutic dose (sensitivity is 20 p.g/20 ml urine). 

2. In urine fractions, which are taken from the normal person 
giyen 20 mg. librium in two portions, the parent substance chlordia-
zepoxide could not be detected, but in the 3 rd., 4 th. and 5 th. frac-
tions 2—amino-5—chloro metabolite is found (figure 8). 

On the other hand, the hydrolysis of chlordiazepoxide and its 
metabolites following the extraction and then application on TLC, 
gaye a satisfactory result on the chromatogcam (figure 8). 

Chlordiazepoxide also can be detected in the plasma with the 
sensitivity of 0.6 mg/100 ml. 

3. Nitrazepam and its corresponding benzofenon metabolite is 
stili deteced in the urine fractions of the person who was giyen 10 
mg Mogadon after 80 hours. 

In this resarch we also studied the detection of benzodiazepines 
in urine as a general preliminary test. 
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