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Santrauka. Vis daugéjant apsinuodijimy net keliais preparatais i$ karto, pasigendama literatiiros duomeny apie psichotropiniy vaisty miiniy
cheminj toksikologini tyrima. Darbo tikslas — itirti trijy psichotropiniy preparaty: aminazino, barbamilio ir nitrazepamo, i$skirty i§ biologi-
niy skysciy (kraujo ir §lapimo), kokybinio ir kiekybinio nustatymo misinyje galimybg. Tyrimams naudotas didelio slégio skys¢iy chromatogra-
fijos metodas, reagentai — grynos aminazino, barbamilio ir nitrazepamo medziagos, t.y. standartai. Nustatyta, kad tinkamiausias eliuentas,
tiriant miSinj didelio slégio skys¢iy chromatografijos metodu, yra metanolis, natrio dihidrofosfatas 0,1 M (55 : 45) (pH=3,5). Optimalus
bangos ilgis preparatams miSinyje identifikuoti — 216 nm. [vertinta galimybé kiekybiskai nustatyti psichotropines medziagas misinyje,
naudojant kalibravimo grafikus. Kiekybinio nustatymo intervalai — 0,5-100 pg/ml aminazino; 5-500 pg/ml barbamilio ir 1-1000 pg/ml nitraze-

pamo. Standartinis nuokrypis, nustatant aminazino kieki, yra 0,5-2,94 proc., barbamilio — 0,37-3,19 proc., nitrazepamo 1,63-2,13 proc.

Ivadas

Lietuvoje kiekvienais metais daugéja apsinuodijimy
vaistais. Nustatant apsinuodijimus sukélusias priezastis,
vis dazniau randama psichotropiniy vaisty, i§ ju: barbitiira-
ty, benzodiazepiny, fenotiazino dariniy. Ypac¢ padazngjo ap-
sinuodijimy vaisty miSiniais — randami du, trys, keturi ar net
penki komponentai [1]. Nepaisant to, kad cheminiai toksi-
kologiniai tyrimai vis tobulesni, sukuriama vis daugiau psi-
chotropiniy vaisty tyrimo metodiky, selektyviy ir efektyviy
$iy vaisty misinio tyrimo metodiky iki $iol nesukurta. Medi-
cinos literatiiroje rasta duomeny apie atskiry misinio, suda-
ryto i§ aminazino, barbamilio ir nitrazepamo komponenty
bei ju metabolity analize didelio slégio skysciy chromato-
grafijos metodu [2, 3, 4, 5, 6], taciau apie galimybg identifi-
kuoti Sias medziagas miSinyje duomeny nerasta.

Sio darbo tikslas — itirti dazniausiai apsinuodijima
sukelianciy trijy psichotropiniy preparaty: aminazino, bar-
bamilio ir nitrazepamo kokybinio ir kiekybinio nustatymo
miSinyje galimybe didelio slégio skys¢iu chromatografi-
jos metodu, i$skyrus $i miSinj i§ biologinés kilmés skys-
¢iy, t.y. kraujo bei Slapimo.

Tyrimo medZiaga ir metodai
Kadangi nebuvo praktiniy galimybiy iSbandyti dau-

gelio literatiiroje paminéty kolonéliy, sorbenty ir detekto-
riy, tyrimais buvo nustatyta judriosios fazés (eliuento) ita-

ka aminazino, barbamilio ir nitrazepamo sulaikymo kolo-
néléje trukmei. Siy tyrimy uzdavinys — identifikuoti ir kie-
kybiskai nustatyti aminazina, barbamili ir nitrazepama mi-
Sinyje, nekeiciant kolonélés ir naudojant ta pacia judriaja
fazg — eliuenta. Todél eksperimentais nustatytas toks eliu-
entas, kuri, leidziant per kolonéle, bty galima visiskai at-
skirti ir identifikuoti aminazina, barbamilj ir nitrazepama,
jeigu jie esti misinyje.

MiSiniui identifikuoti naudotas didelio slégio skysc¢iy
chromatografas “Gilson” (versija 1.63); detektorius — “118
UV/VIS”; kiuvetes talpa — 5 pl; detektoriaus jautrumas —
0,1; chromatografo valdymo sistema — “Uni Point ™ Sys-
tem Software”; kolonélé — “Symmetry Shield RP 7, ilgis —
150 mm, vidinis diametras — 3,9 mm; sorbento daleliy dia-
metras — 5 pm; eliuento tekmés greitis — 1 ml/min; injekuo-
tos medziagos tiiris — 20 pl; tyrimai atlikti esant 216 ir 254
nm Sviesos bangos ilgiui; i§ eliuento pasalintos dujos,
naudota 250 ml talpos Biuchnerio kolba.

Literatiroje paminéta jvairiy organiniy tirpikliy misi-
niy, kurie naudojami kaip judri fazé (eliuentas) aminazinui,
barbamiliui arba nitrazepamui identifikuoti didelio slégio
skysciy chromatografijos metodu [4, 5, 6, 7]. Remiantis
literatiiros duomenimis, gaminti ir naudoti organiniy tir-
pikliy miSiniai — eliuentai, kurie pateikiami 1 lenteléje.

Tirpikliy ir neorganiniy drusky kokybé turi ypatinga
reikSme atliekant medziagy analiz¢ didelio slégio skys¢iuy
chromatografijos metodu [5]. Todél naudoti tik Siam meto-
dui tinkantys (HPLC — grade) tirpikliai ir druskos. Van-
duo buvo iSgrynintas destiliavimo budu, dejonizuotas ir
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1 pav. Tiriamy medZiagy, i$skirty i§ kraujo, chromatogra-
ma naudojant didelio slégio skys¢iy chromatografija (1 —
barbamilis, 2 — nitrazepamas, 3 — aminazinas)

- standarty misinys
—— pirmasis ekstraktas

—e——antrasis ekstraktas

bsorbcija

Sviesos a

tR (min.)

0 5 10 15 20

2 pav. Tiriamy medZiagy, iSskirty i$ §lapimo, chromatogra-
ma naudojant didelio slégio skysc¢iy chromatografija (1 —
barbamilis, 2 — nitrazepamas, 3 — aminazinas)

demineralizuotas (valymo irenginys “FIN — AQUA”). Pa-
gal reikalavimus pagaminti eliuentai filtruoti per 0,5 um
tankio filtra [6]. Prie§ darbo pradzia is tirpikliy, juos vaku-
umavus, pasalintos dujos (tirpikliy degazavimas). Kiek-
vienas eliuentas i chromatografing sistema patenka tam
tikru jam leistinu suspaudimu [8].

Gaminti pradiniai standartiniai aminazino, barbamilio ir
nitrazepamo tirpalai metanolyje, kuriy koncentracija 1 mg/
ml. Sie tirpalai pakankamai stabilis, ir preparatai juose gali
i8likti nepakitusio pavidalo formos apie viena savaitg. IS
pradiniy tirpaly prie§ pat tyrima skiedimo btidu pagaminti
darbiniai tirpalai, kuriy koncentracija 0,1 mg/ml.

Perfiltruoto ir degazuoto eliuento pilama i uzdara inda
su vamzdeliu, per kur siurblio déka eliuentas patenka i chro-
matografing sistema. [ chromatografo injekcinj voztuva (in-
Jjection valve) per filtra (5 pm Hydrofobic PTFE) injekuoja-
ma po 20 pl tiriamy (darbiniy) aminazino, barbamilio ir nitra-
zepamo tirpaly. Fiksuojant detektoriumi istekancio i§ kolo-
nélés srauto sudéties kitima, gaunama chromatograma.

Medziagos sulaikymas kolonéléje, naudojant tam tikra
eliuenta, gali biti apskaiciuotas kaip sulaikymo trukmé t,
arba sulaikymo tiiris V, — vadinamieji sulaikymo paramet-
rai [9]. Sie dydziai priklauso nuo eliuento tékmés greicio,
kolonélés ilgio bei jos diametro. Geriausiai sulaikyma api-
budina kolonélés talpos (kolonélés sulaikymo) koeficien-
tas k’. Kai eliuento tékmés greitis pastovus, vietoje sulai-
kymo tiirio gali biiti naudojama sulaikymo trukmé t,. Prie$
nustatant aminazino, barbamilio ir nitrazepamo sulaikymo
kolon¢l¢je trukmes, buvo nustatytas laikas t,, per kurj i$
kolonélés isteka injekuotas metanolis. t, reikSmé nustaty-
ta su kiekvienu eliuentu.

I lentelé. Aminazino, barbamilio ir nitrazepamo sulaikymo koeficientai naudojant jvairius tirpikliy miSinius

Eil. Eliuentas t, Aminazinas Barbamilis Nitrazepamas
Nr. (min.) t,(min.) K t, (min.) k’ t, (min.) Kk’

1 Metanolis : vanduo : fosfatinis buferis (55 : 25: 20) pH=7,25 1,1 39,04 34,49 - - - -

2 Acetonitrilas : natrio dihidrofosfatas 0,1 M (50: 50) 1,10 1,63 0,48 2,66 1,41 2,75 1,50
3 Metanolis : natrio dihidrofosfatas 0,1 M (60 : 40) pH=3.5 1,23 3,68 1,99 3,54 1,87 3,30 1,68
4 Metanolis : natrio dihidrofosfatas 0,1 M (40 : 60) pH=3,5 1,19 - - 18,16 14,26 23,25 18,53
5 Metanolis : natrio dihidrofosfatas 0,1 M (50 : 50) pH=3,5 1,12 16,50 13,73 7,62 5,80 8,93 6,97
6  Metanolis : natrio dihidrofosfatas 0,1 M (55 : 45) pH=3,5 1,2 10,83 8,03 5,74 3,78 6,78 4,65

2 lentelé. Preparaty Kkiekybinio nustatymo didelio slégio skys¢iy chromatografijos metodu rodmeny matematinis

jvertinimas
Preparatas Pradiné Rasto tiriamos SD € X&S,
koncentracija mg/ml medziagos kiekio
proc. vidurkis (X)
Aminazinas 0,0005 99,23 0,87 0,50 99,23+1,89
0,01 99,23 2,02 1,16 99,234+2,16
0,1 100,9 5,09 2,94 100,9+2,92
Barbamilis 0,005 101,33 0,65 0,37 101,3+1,88
0,5 99,97 2,25 1,30 99,97+2,89
0,1 98,43 5,52 3,19 98,43+3,67
Nitrazepamas 0,001 100,7 3,23 1,86 100,7+0,36
0,1 101,13 1,10 1,63 101,13+1,95
1,0 101,13 3,69 2,13 101,13+2,82
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5 pav. Nitrazepamo “Box-Whisker” diagramos

Nustacius tinkamas salygas aminazinui, barbamiliui ir
nitrazepamui identifikuoti, buvo sukurta metodika $iy me-
dziagy kiekiui nustatyti tomis paciomis salygomis, kaip ir
atlickant kokybini medziagy tyrima. Gaminta nemazai skir-
tingos zinomos koncentracijos aminazino, barbamilio ir nit-
razepamo metanoliniy tirpaly, kurie paeiliui sus§virksti i
chromatografing kolonélg. Medziagy kiekybiniam tyrimui
naudotas tas eliuentas, kuris geriausiai atskyré tiriamas
medziagas miSinyje (metanolis : natrio dihidrofosfatas 0,1
M (55 : 45)), bangos ilgis, kuriam esant, detektorius fik-
suoja medziagas — 216 nm. UZrasius chromatogramas, nu-
statytas skirtingos koncentracijos preparaty tirpaly smai-
liy plotas bei sudaryti kalibravimo grafikai.

Preparaty kiekybinio nustatymo miSinyje metodo pati-
kimumas patikrintas, pasirinktomis salygomis nustatant
tiriamy medziagy sulaikymo trukme Zinomos koncentraci-
jos tirpaluose. Pasirinktos tirpaly koncentracijos, kurios
atitinka kiekybinio medZziagos nustatymo intervalo maziau-
sig ir didziausia koncentracijas bei viduting koncentracija
kiekybinio nustatymo intervale. Skai¢iavimo tikslumui uz-
tikrinti kiekvienos koncentracijos tirpalo chromatografi-
nés smailés plotas matuotas tris kartus. Pagal sukurtus
kalibravimo grafikus nustatyta medziagy koncentracija
(mg/ml) bei medziagos kiekis (procentais), lyginant su ma-
tavimams paimtos medziagos kiekiu.

Gauti duomenys apdoroti naudojant §iuos matemati-
nés statistikos parametrus: rasto medziagos kiekio (proc.)
aritmetinis vidurkis X, standartinis nuokrypis SN naudo-
jant (N-1) denominatoriy, santykiné paklaida esant 95 proc.
pasikliautinajam intervalui €’, pasikliautinasis intervalas
X £ S,, kai patikimumas p=0,05 (2 lentel¢). Naudojantis
programy paketu “Statistika” [10, 11], sudarytos stacia-
kampés “Box-Whisker” tipo diagramos (3, 4, 5 pav.).

Rezultatai ir jy aptarimas

Pagal tiriamy medziagy sulaikymo trukmes apskaiciuoti
ju sulaikymo koeficientai. Keiciant eliuento sudéti, buvo
koreguota medziagy sulaikymo trukmé kolonéléje (1 len-
telé).

Pirmos lentelés duomenimis, naudojant eliuenta, kurio
pH=7,25 pavyko gauti tik aminazino chromatografing smai-
lg. Medziaga i$ kolonélés iSplaunama palyginti vélai. Su-
laikymo koeficientas — 34,49. Nustatyta, kad Sis eliuentas
netinka tolesniems tyrimams. Kadangi aminazinas — orga-
niné baz¢, jo sulaikymui kolonéléje mazinti turéty buti ma-
zinama eliuento pH reik§mé (eliuento pH mazéjant, trum-
péja baziy sulaikymo trukmé [4]).

Kai elivento pH reikSmé buvo 3,5, gautos visy trijy me-
dziagy chromatogramos. Naudojant antraji eliuenta (1 lente-
1¢), medziagos i§ kolonélés iSplaunamos labai greitai, amina-
zino sulaikymo trukmé kolonéléje per maza (naudojamas su-
laikymo koeficiento reik§miy diapazonas — nuo 1 iki 20 [6]),
barbamilio ir nitrazepamo sulaikymo trukmés vienodos.

Naudojant treciaji eliuenta, visy trijy medziagy sulai-
kymo trukmés skaitmeniné reik§mé panasi ir miSinyje Sios
medziagos neatsiskiria. Sumazinus metanolio (didelés eliu-
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acijos jégos tirpiklis [4, 6]) kieki (ketvirtasis eliuentas),
barbamilio ir nitrazepamo sulaikymo trukmé ilgéja. Amina-
zino smailés, naudojant §i eliuenta, gauti nepavyko.

Penktasis eliuentas tinka aminazinui, barbamiliui ir nit-
razepamui atskirti ir identifikuoti miSinyje, taciau kiekybi-
niam nustatymui aminazino chromatografiné smailé yra
gana plati. Optimaliausias eliuentas aminazinui, barbami-
liui ir nitrazepamui atskirti miinyje gautas padidinus me-
tanolio kieki miSinyje su natrio dihidrofosfatu iki santykio
55 : 45 (Sestasis eliuentas).

Nustatyta, kad aminazinui ir nitrazepamui nustatyti
Sviesos bangos ilgis itakos neturi. Barbamilio nustatymas
daug jautresnis, jeigu detekcija vykdoma, kai Sviesos ban-
gos ilgis — 216 nm. Todél Sis Sviesos bangos ilgis ir pasi-
rinktas mi$inio tyrimui didelio slégio skys¢iy chromatog-
rafijos metodu.

Atlikus tyrimus su gryny aminazino, barbamilio ir nit-
razepamo tirpaly misiniu, gautos preparaty sulaikymo truk-
miy reik§més lygintos su preparaty, i$skirty i§ biologiniy
skysciy, sulaikymo trukmiy reik§mémis. Taigi aminazino,
barbamilio ir nitrazepamo tirpaly miSinys isskirtas i$ krau-
jo ir §lapimo, naudojant miisy sukurta metodika. Buvo eks-
trahuojama 18 rigscios terpés (gaunamas pirmasis eks-
traktas) ir i§ Sarminés terpés (antrasis ekstraktas). Sausi
pirmojo ir antrojo ekstrakty likuciai tirpinti metanolyje ir
atliktas medziagy tyrimas, naudojant didelio slégio skys-
¢iy chromatografijos metoda pagal auksciau apraSyta me-
todika. Gautos preparaty sulaikymo trukmés ir sulaikymo
koeficienty reikSmeés sutampa su grynyju preparaty sulai-
kymo trukmés ir sulaikymo koeficiento reikSmémis (1 ir 2
pav.).

Nustacius skirtingos koncentracijos preparaty tirpaly
smailiy plota, sudaryti kalibravimo grafikai aminazino, bar-
bamilio ir nitrazepamo kiekybiniam nustatymui.

Nustatyta, kad aminazino tirpaly chromatografiniy
smailiy plotas turi tiesioging priklausomybg nuo koncen-
tracijos intervale nuo 0,0005 iki 0,1 mg/ml aminazino (ami-
nazino koncentracijos nustatymo ribos).

Barbamilio koncentracijy, kurias galima nustatyti di-
delio slégio skysCiy chromatografijos metodu, aprasyto-
mis salygomis intervalas yra nuo 0,005 iki 0,5 mg/ml.

Nitrazepamo kiekybinio nustatymo intervalas didelio
slégio skys¢iy chromatografijos metodu nustatytomis sa-
lygomis yra nuo 0,001 iki 1,0 mg/ml.

Standartinis nuokrypis didelio slégio skys¢iy chroma-
tografijos metodu nustatant aminazino kieki yra nuo 0,87
iki 5,09; barbamilio — nuo 0,37 iki 3,19; nitrazepamo — nuo
1,63 iki2,13.

Kiekybiskai nustatant aminazing, barbamilj ir nitraze-
pama didelio slégio skysc¢iy chromatografijos metodu, me-
todikos vidutinés reik§Smés santykiné paklaida, kai pasi-
kliautinasis intervalas — 95 proc., aminazino svyruoja nuo
0,5 iki 2,94 proc., barbamiliui — nuo 0,37 iki 3,19 proc., nit-
razepamui — nuo 1,63 iki 2,13 proc.

Naudojant didelio slégio skys¢iy chromatografijos
metoda kiekybiniam medziagy nustatymui, mazesnés pa-
klaidos buvo gautos, kai buvo mazesnés aminazino ir
barbamilio medziagy koncentracijos. Gautais duomeni-
mis, kai skirtingos pradinés medziagy koncentracijos, rasti
medziagy kiekio vidurkiai statistiSkai reik§mingai nesi-
skiria.

ISvados

1. Aminazino, barbamilio ir nitrazepamo misinio tyri-
mas didelio slégio skys¢iy chromatografijos metodu jgali-
na diferencijuoti ir identifikuoti Siuos preparatus, todél
gali blti naudojamas kaip patvirtinantis metodas nezino-
mo mi$inio analizei tiriant iiminius apsinuodijimus.

2. Tinkamiausias eliuentas aminazino, barbamilio ir nit-
razepamo miSinio komponenty atskyrimui ir identifikavi-
mui didelio slégio skys¢iy chromatografijos metodu yra
metanolis : natrio dihidrofosfatas 0,1 M (55 : 45) kai pH
reik§mé 3,5.

3. Medziagoms miSinyje identifikuoti didelio slégio
skys€iy chromatografijos metodu su pasirinktu eliuentu
optimalus bangos ilgis 216 nm.

4. Naudojant §i metoda, galima identifikuoti nuo 0,1
pg/ml aminazino, 0,5 pg/ml barbamilio ir 0,25 pg/ml nitra-
zepamo (medziagy kokybinio nustatymo minimumas).

5. Psichotropiniy vaisty misinio tyrimas didelio slégio
skys¢iy chromatografijos metodu jgalina nustatyti amina-
zing, barbamilj ir nitrazepama kiekybiskai pagal sudarytus
kalibravimo grafikus.

6. Kiekybinio medziagy nustatymo intervalai yra nuo
0,5 iki 100 pg/ml aminazino, nuo 5 iki 500 pg/ml barbamilio
irnuo 1 iki 1000 pg/ml nitrazepamo.
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HPLC chromatographic analysis of psychotropic drug mixture

Guoda Kiliuviené, Riita Marksiené

Summary

With the tendency of increasing occurrence of intoxication with
several preparations at a time being evident, on the other hand,
there is a lack of published data on chemical — toxicological effects
of the psychotropic drugs when acting in concert. The aim of this
research was to determine a possibility of qualitative and quantitative
analysis of psychotropic preparations — aminazine, barbamylum,
and nitrazepam — in the mixture extracted from biological fluids
(blood and urine). The high performance liquid chromatography was
used for the investigation, the reagents being the working standards
of aminazine, barbamylum, and nitrazepam. It was found out that
the most acceptable eluent for the analysis of the mixture by high-

pressure liquid chromatography was methanol:NaH PO, 0.1 M
(55:45) (pH=3.5). The optimal wavelength for identification of the
drugs in the mixture was 216 nm. High-pressure liquid quantitative
analysis of psychotropic drug mixture makes it possible to determine
the amount of the constituting compounds, by employing calibration
diagrams. The intervals for the quantitative determination are as
follows: 0.5-100 pg/ml, aminazine; 5-500 pg/ml, barbamylum; and
1-1000 pg/ml, nitrazepam.

Key words: psychotropic preparations, eluent, chromatography,
retention index.
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