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4. Bardzo niską reaktywność, nie ulegającą zmianie ze wzrostem stężenia, wyka
zuje chlordiazepoksyd, co stawia pod znakiem zapytania możliwość wykrYwania tego 
związku metodą FPIA. 

5. Metoda HPTLC może służyć do rozdziału i identyfikacji 10 benzodiazepin, ale 
wymaga zastosowania dwóch układów rozwijających. 

6. Metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej w zastosowanych warunkach 
nie udaje się rozdzielić klobazarnu i chlordiazepoksydu oraz nilrazepamu i oksazepamu. 

STRESZCZENIE 

Podjęto próbę porównania przydatności trzech metod analitycznych opartych na 
różnych zasadach fizyko-chemicznych (FPIA, HPTLC i HPLC) do wykrYwania i 
identyfikacji 10 leków benzodiazepinowych, objętych kontrolą międzynarodową. 
Efektywność metody irnrnunofluoresceneji w świetle spolaryzowanym oceniano ba
dając reaktywność poszczególnych benzodiazepin wobec przeciwciał testu przy róż
nych stężeniach. Metoda FPIA daje miarodajne wyniki dla medazepamu, diazepamu 
oksazepamu i klorazepatu, gdyż stopień wiązania tych związków z przeciwciałami 
jest wysoki w szerokim zakresie stężeń. 

Trzy związki - flurazepam, flunitrazepam i nilrazepam zachowują się wobec przeciw
ciał prawie identycznie. Ich reaktywność przy wyższych stężeniach nie przekracza 50%. 

Podobny kształt krzywej, ale niższe wartości reaktywności, uzyskano dla klobazamu i 
bromazepamu. W tym ostatnim przypadku reaktywność prawie nie zależy od stężenia. 

Bardzo niską reaktywność wobec przeciwciał FPIA wykazuje chlordiazepoksyd, 
który jest praktycznie niewykrYwalny tą metodą. 

Zadowalający rozdział 10 badanych benzodiazepin metodą wysokosprawnej chro
matografii płytkowej można uzyskać stosując kolejno dwa układu rozwijające: E i C. 
Słabo rozdzielające się w układzie E bromazepam i chlordiazepoksyd oraz nitraze
pam i oksazepam można rozdzielić w układzie C. Do sprawdzenia przydatności 

HPTLC jako metody identyfikacji poszczególnych benzodiazepin w materiale bio
logicznym wykorzystano mocz pacjentów, u których wynik skriningowego badania 
na benzodiazepiny był dodatni. Zidentyfikowano u nich oksazepam, diazepam lub 
mieszaninę tych związków. 
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SUMMARY 

An attempt was made to compare the usefulness ofthree analytical methods, based 
on different physicochemical principles (FPIA, HPTLC, and HPLC), in deteetion 
and identification of 10 benzodiazepines subjected to international contro\. The ef-
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fectiveness of the immunofluorescence in the polarized light procedure was evalu
ated by studying the antibody reactivity of each benzodiazepine at different concen
trations. The FPIA method gives reliable results for medazepam, diazepam, oxaze
pam, and c1orazepate, since the degree of their binding to antibodies is high over a 
wide concentration range. 

Three compounds - flurazepam, flunitrazepam, and nitrazepam react with an
tibodies in almost identical way. At higher concentrations their reactivity does 
not exceed 50%. 

A similar shape ofthe curve bnt lower reactivity was observed with c10bazam 
and bromazepam. The reactivity of the latter was practically independent of its 
concentration. 

The reactivity of chlordiazepoxide towards the FPIA antibodies is very low, and 
this compound is practically undetectable by this method. 

A satisfactory separation of the ten benzodiazepines tested can be achieved with 
high performance thin layer chromatography method by consecutive application of 
two developing systems: E and C. Bromazepam and chlordiazepoxide as well as 
nitrazepam and oxazepam, which do not separate well in E, can be separated by 
developement in C. The urine of patients, whose benzodiazepine screening test re
sults were positive, was used to test the suitability ofHPTLC as a method for identi
fication ofbenzodiazepines in biological materia!. Oxazepam, diazepam or a mixture 
ofthe two was identified in these sampIes. 
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