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МЕТАБОЛІТІВ В УМОВАХ КИСЛОТНОГО ГІДРОЛІЗУ 

1Черкаське обласне бюро судово-медичної експертизи 
2Харьківська медична академія післядипломної освіти 

Резюме. У статті представлено результати дослі-
дження продуктів гідролізу гідазепаму та продуктів 
його метаболізму, а також їх кількісний та якісний 
склад залежно від умов гідролізу. З’ясована поведінка 
утворених амінобензофенонів в умовах класичної схе-

ми токсикологічного дослідження похідних 1,4-
бенздіазепіну.  

Ключові слова: гідазепам, амінобензофенони, 
гідроліз, 1.4-бензодіазепіни. 

Вступ. Гідазепам (1-(гідразинокарбоніл) 
метил-7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-
бензодіазепін-2-он) – вітчизняний лікарський 
засіб, який виявляє виражений анксіолітичний 
ефект, низьку токсичність і відноситься до групи 
денних транквілізаторів [3, 4, 8]. Незважаючи на 
значні фармакологічні переваги гідазепаму перед 
іншими препаратами групи похідних 1.4-
бенздіазепіну, останній має здатність посилювати 
дію фенаміну, 5-окситриптофану, снодійних за-
собів [3], а також потенціювати дію алкоголю, 
нейролептиків та наркотичних анальгетиків [2, 
3], що в поєднанні із вільним продажем, створює 
передумови для зловживання ним. Останні обста-
вини, разом із повною відсутністю даних літера-
тури про аналітичні властивості, зумовили потре-
бу у вивчені гідазепаму як представника похід-
них 1.4-бенздіазепіну. 

Мета дослідження. З’ясувати природу амі-
нобензофенонів, які утворює гідазепам та його 
метаболіти в процесі кислотного гідролізу та їх 
аналітичну поведінку при загальному досліджен-
ні на похідні 1,4-бенздіазепіну по амінобензофе-
нонам [9, 10]. 

Матеріали і методи. Дослідження проводи-
ли із субстанцією гідазепаму. β-глюкуронідаза із 
Helix pomatia тип HP-2, водний розчин, актив-
ність 100000 Од/мл, виробництва Sigma Aldrich 
(кат. № - G7017). Метанол, трихлорметан та оц-
товоетиловий етер для екстракції та розчинення 
екстрактів кваліфікації “хімічно чистий” попере-
дньо перегнані. Перегнаний трихлорметан стабі-
лізовано додаванням 1 % етанолу. Зневоднений 
натрій сульфат кваліфікації “чистий для аналізу”. 
Розчинники для приготування рухомих фаз для 
тонкошарової хроматографії (ТШХ) кваліфікації 
“чистий” та “чистий для аналізу”. Реактиви для 
дериватизації: діазометан отримували згідно з 
[6], використовуючи як розчинник замість діети-
лового етеру оцтовоетиловий; N,O-біс
(триметилсиліл)трифторацетамід (BSTFA) із вмі-
стом 1 % триметилхлорсилану для ГХ виробниц-
тва Fluka Analytical (кат. № - 15238-5ML). Плас-
тинки для ТШХ аналітичні Sorbfil (ТУ26-11-17-
89), тип ПТСХ-П-А, розмір зерен силікагелю 5-
17мкм. Контроль значення рН проводили за до-
помогою універсального індикаторного паперу 

PHAN рН 0-12 виробництва “ERBA-Lachema”, 
Чеська республіка. 

Біологічний матеріал (сечу) отримували від 
людини, яка приймала з терапевтичною метою 
гідазепам ІС двічі на день у кількості 50мг на 
один прийом. Сечу збирали однократно зранку, 
впродовж п’яти днів, починаючи з наступного 
дня після початку прийому.  

Кислотний гідроліз гідазепаму (5мг) прово-
дили в середовищі хлорводневої кислоти (10мл), 
розведеної дистильованою водою у співвідно-
шенні 9:1, 4:1, 7:3, 3:2 та 1:1, в герметично закри-
тому пеніциліновому флаконі в киплячій водяній 
бані. Проби гідролізатів у кількості 0.1 мл відби-
рали через кожні 15 хв, починаючи відлік від за-
нурення флакона в киплячу воду. Відібрані алік-
воти переносили в пробірки, які містили 3 мл 
дистильованої води та 0,5 мл 2М K2HPO4 (рН 8-
9). Вміст пробірок двічі екстрагували 5мл CHCl3 
упродовж 5хв, органічні екстракти відокремлю-
вали, у пробірки додавали 0,2-0,4 мл 2М HCl до 
рН 2-3 та знову двічі екстрагували 5 мл CHCl3 
eпродовж 5 хв. Органічні екстракти, отримані із 
слабкокислого та слабколужного середовища, 
об’єднували, фільтрувалb крізь 0,5 г зневоднено-
го Na2SO4 та упарювали під розрядженням водо-
струменевого насоса при 40 0С.  

Дериватизацію екстрактів проводили за до-
помогою діазометану. До залишків додавали по 
0,5мл розчину діазометану, витримували 10 хви-
лин, при кімнатній температурі та упарювали 
етилацетат під розрядженням водоструменевого 
насоса при 40 0С. Кінцеві екстракти розчиняли в 
0,5 мл метанолу та досліджували на хроматомас-
спектрометрі. Кількість продуктів гідролізу ви-
значали за площею хроматографічних піків, при 
цьому суму площин всіх ідентифікованих речо-
вин брали за 100 %. 

Хроматомасспектрометричне дослідження 
проводили на хрматомасспектрометрі Agilent 
6890N/5973N/FID виробництва Agilent Technolo-
gies, із мікропотоковим перемикачем Діна. Коло-
нка № 1 - кварцева капілярна НР-5MS 0,25мм х 
30м, вихід колонки під’єднано до детектора іоні-
зації в полум’ї, № 2 – кварцева капілярна DB-
17MS 0,25мм х 30м, кінець колонки безпосеред-
ньо входить у масспектрометр. Температура ін-
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жектора – 250 0С, інтерфейса масспектрометра 
(Transfer line ) – 280 0С, джерела іонів – 230 0С, 
квадруполя – 1500С. Режим іонізації – електро-
нний удар, енергія електронів – 70еВ, діапазон 
сканування 40 – 700 а.о.м., поріг – 110, швидкість 
сканування – 4,11 скан/с. Режим програмування 
температури термостата: 70 0С – 2 хв, потім під-
йом до 210 0С зі швидкістю – 45 0С/хв, потім під-
йом до 320 0С зі швидкістю – 15 0С/хв, та витри-
мування при цій температурі 7.56хв. Тиск газу – 
носія(гелію) на вході в першу колонку – 26,06 psi, 
другу – 19.30 psi. Режим вводу проби: 1мкл за 
допомогою автосамплера серії 7683 без поділу 
потоку. До інжекції мікропотоковий перемикач 
вимкнено (потік газу носію проходить через пер-
шу колонку ), перемикання потоку з першої коло-
нки на другу через 7.50 хв після інжекції та пове-
рнення в початковий стан після закінчення хро-
матографування. Аналіз та ідентифікацію мас-
спектральних даних проводили за допомогою 
бази пошукового комплексу NIST11 із викорис-
танням підпрограмами аналізу масхроматограм 
AMDIS v.2.70. 

Після хроматомасспектрометричного дослі-
дження метанольні екстракти упарювались та 
додатково перевірялися на наявність залишків 
нативного гідазепаму ТШХ у системі етилацетат: 
метанол: 25 % NH3 (17:2:1). Довжина фронту роз-
чинників 8см, проявлення р. Драгендорфа. 

Амінобензофенони виділяли з гідролізату 
гідазепаму (10мл) шляхом потрійної екстракції 
CHCl3 (5мл) після доведення кислотності до рН 
2-3 20 % NaOH за наявності 2мл 2М K2HPO4. 
Об’єднані органічні екстракти фільтрували крізь 
паперовий фільтр із 3г зневодненого Na2SO4 та 
випаровували під розрядженням водоструменево-
го насоса при 40 0С. Хроматографічне розділення 
в тонкому шарі сорбенту проводили в системах: 
№ 1 – бензол, № 2 – толуол, фронт розчинника – 
8 см. Проявлення плям амінобензофенонів на 
пластинках проводили за власним забарвленням 
та за реакцією Браттона-Маршaлла після фотолі-
тичного дезалкілювання [9, 10]. З метою іденти-
фікації індивідуальних бензофенонів, плями 
останніх змивали із сорбенту 5мл етанолу, який 

упарювали під розрядженням водоструменевого 
насоса при 40 0С. Сухі залишки метилювали діа-
зометаном, розчиняли в 0,5 мл метанолу та дослі-
джували методом хроматомасспектрометрії. 

Гідроліз сечі (10мл) проводили в співвідно-
шенні об’єкт-концентрована хлорводнева кисло-
та 3: 2 упродовж 90 хв. Виділення з гідролізату 
амінобензофенонів, хроматографію в тонкому 
шарі сорбенту та хроматомасспектрометричне 
підтвердження проводили аналогічно наведеній 
процедурі при гідролізі гідазепаму.  

Екстракцію нативної сечі (1 мл) проводили 
двічі 3мл CHCl3 після доведення кислотності до 
рН 2-3 1М HCl за наявності 50мкл 2М K2HPO4. 
Органічні екстракти об’єднували, фільтрували 
крізь 0.5г зневодненого Na2SO4 та упарювали під 
розрядженням водоструменевого насоса при 
400С. Отриманий екстракт метилювали діазоме-
таном, після чого розчиняли в 50мкл метанолу та 
досліджували на хроматомасспектрометрі. Пара-
лельно другий екстракт, отриманий з іншої порції 
сечі за аналогічною схемою, дериватизували за 
допомогою 50мкл BSTFA [9]. 

Ферментативний гідроліз сечі (1мл) прово-
дили згідно з [9], подальша екстракція проводи-
лася за схемою як для нативної сечі, але без дода-
вання розчину K2HPO4. Кінцевий екстракт дери-
ватизували 50мкл BSTFA. 

Результати дослідження та їх обговорення. 
Виходячи із структури гідазепаму(1), можна при-
пустити наступну схему гідролізу: на першому 
етапі відбувається гідроліз гідразокарбонільної 
групи, з утворенням карбоксильної групи, на дру-
гому етапі власне гідроліз діазепінового циклу з 
утворенням амінокарбоксиметилбромбензо-
фенону [2, 9, 10]. На практиці, дійсно, на початку 
гідролізу виявляється продукт гідролізу гідразо-
карбонільного фрагмента – карбоксигідазепам 
(2), разом із очікуваним амінокарбоксиметилб-
ромбензофеноном АКББ (4), при цьому кількість 
останнього збільшуеться одночасно із зменшен-
ням карбоксигідазепаму. Несподіваним вияви-
лась наявність двох інших бензофенонів – аміно-
бромбензофенону (АББ (5)) та метиламінобром-
бензофенону (МББ (6)), утворення яких можна 
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Таблиця 1 (продовження) 

Співвідношення води та концентрованої кислоти 
3:2 1:1 

час гідролізу, хв 
15 30 45 60 75 90 105 120 15 30 45 60 75 90 105 120 

кількість продукту гідролізу, % 
карбоксиметилгідазепам карбоксиметилгідазепам 

57 48 41 30 22 15 14 15 80 65 59 56 52 46 34 25 
АКББ АКББ 

35 45 38 35 26 22 21 19 16 32 37 38 40 44 48 55 
АББ АББ 

8 6 18 31 45 55 58 59 3 3 4 6 7 8 13 17 
МББ МББ 

н/з н/з 3 4 7 8 8 7 н/з н/з н/з н/з 1 2 5 3 
3-феніл-5-броміндол 3-феніл-5-броміндол 

н/з н/з сл сл сл сл сл сл н/з н/з н/з сл сл сл сл сл 

Примітка. н/з – речовину не виявлено, сл – слідові кількості (менше 1 %) 

Таблиця 2 

Хроматографічна рухливість амінобензофенонів 

Амінобензофенон 
Система №1 

hRf 
Система №2 

hRf 
(середнє з 5 вимірювань) 

АББ 45 50 
АХБ 45 50 
МББ 75 67 
МХБ 75 67 
АКББ 0 0 

Схема 2. Утворення 3-феніл-5-броміндолу 

N
H

O

O

OH

Br

N
H

Br

-H2O
-CO2

пояснити із процесами N1-дезалкілювання та де-
карбоксилювання, які проходять одночасно із 
гідролізом. Відсутність в екстрактах N1-
дезалкілгідазепаму(3) дозволяє припустити, що 
амінобензофенони (5) та (6) походять безпосеред-
ньо від АКББ (схема 1). Підтвердженням остан-
ньої думки є результат гідролізу окремо АКББ 
упродовж 90хв ( співвідношення концентрована 
хлорводнева кислота – вода 3:7). При подальшо-
му хроматомасспектрометричному дослідженні в 
гідролізаті дійсно разом із АКББ, було ідентифі-
ковано АББ та МББ. Крім згаданих амінобензо-
фенонів, серед продуктів гідролізу як гідазепаму, 
так і АКББ, нами виявлено речовину, масспектр 
якої, згідно з бібліотечним пошуком, ідентичний 

масспектру 2-(4-бромфеніл)індолу ( CAS# 6127-
49-7), але виходячи із структури АКББ, виявлена 
речовина імовірно є його продуктом одночасного 
декарбоксилювання та циклізації – 3-феніл-5-
броміндол (схема 2). Нативний гідазепам у жод-
ній пробі не виявлено.  

Співвідношення продуктів гідролізу гідазе-
паму суттєво залежить від часу та концентрації 
кислоти (табл. 1).  

Так, із збільшенням часу гідролізу, при спів-
відношені дистильована вода – концентрована 
кислота 9:1 та 4:1, глибина гідролізу логічно збі-
льшується і через 75-105 хв наявні лише кінцеві 
продукти гідролізу АББ, МББ та 3-феніл-5-
броміндол, при цьому кількість АББ та МББ збі-
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льшується, а кількість 3-феніл-5-броміндолу зме-
ншується із одночасним зменшенням АКББ. При 
співвідношенні вода – концентрована кислота 7:3 
навпаки, при збільшенні кількості АББ, збільшу-
ється і кількість 3-феніл-5-броміндолу, при цьому 
збільшення кількості МББ незначне. Із подаль-
шим збільшенням концентрації кислоти спостері-
гається практично повне припинення утворення 
3-феніл-5-броміндолу, (при співвідношенні вода - 
концентрована кислота 3:2 та 1:1 лише слідові 
кількості), але сам гідроліз проходить не повніс-
тю. Навіть після двох годин лишається певна кі-
лькість карбоксигідазепаму. 

У результаті кислотного гідролізу сечі як і 
очікувалось, було ідентифіковано всі три аміно-
бензофенони. Враховуючи інтенсивний метабо-
лізм гідазепаму [1, 3, 5, 7], наявність амінобром-
бензофенону (5) повністю очікувана і може бути 
пов’язана з наявністю метаболіту гідазепаму N1 – 
дезалкілгідазепаму, який як і аналогічні похідні 
1.4-бенздіазепіну, при кислотному гідролізі утво-
рює амінобензофенон [2, 9, 10]. Наявність АКББ 
стало зрозумілим після хроматомасспектромет-
ричного дослідження нативної сечі. Разом із опи-
саним у роботах [3, 5] N1 – дезалкілгідазепамом, 
у сечі людини нами було виявлено, у вигляді три-
метилсилільного похідного та метилового ефіру, 
карбоксигідазепам, а після ферментативного гід-
ролізу сечі, у вигляді триметилсилільного похід-
ного, ще й 3-гідрокси-N1-дезалкілгідазепам, який 
знаходиться в сечі практично повністю у вигляді 
глюкуроніду, та при гідролізі теж утворює АББ 
[2, 9, 10]. Таким чином, походження амінобензо-
фенонів при кислотному гідролізі сечі пов’язане 
як за рахунок відповідних метаболітів, так і за 
рахунок перетворень АКББ. 

Особливості амінобензофенонів гідазепаму 
проявляються і при використанні класичної схе-
ми “скринінгу” на похідні 1.4-бенздіазепіну по 
амінобензофенонам [9, 10]. Так, при застосуванні 
ТШХ у системі № 1 та № 2 хроматографічна рух-
ливість АББ та МББ ідентична відповідним амі-
нохлорбензофенону (АХБ) та метиламінохлор-
бензофенону (МХБ), що в цьому випадку призво-
дить до труднощів в ідентифікації цих амінобен-
зофенонів, при цьому АКББ залишається на лінії 
старту (табл. 2).  

Крім того, всі три амінобензофенони, як всі 
інші, проявляються р. Браттона – Маршалла 
(відповідно АКББ та МББ після фотолітичного 
дезалкілювання [9,10]).  

Висновок 
1. У результаті проведеної роботи встановле-

но, що в процесі гідролізу, для гідазепаму харак-
терно утворення трьох амінобензофенонів – амі-
нобром-бензофенону, амінокарбоксиметилбром-
бензофенону, метиламінобромбензофенону та 3-
феніл-5-броміндолу, що зумовлено проходжен-
ням паралельно із гідролізом процесів дезалкілю-
вання, декарбоксилювання та циклізації. При 
цьому найбільш характерним амінобензофено-
ном для гідазепаму є АКББ. Разом з тим співвід-

ношення продуктів гідролізу, а відповідно і домі-
нування напрямку реакції, залежить від концент-
рації кислоти в гідролізаті та часу гідролізу. Від-
повідно до останньої умови, класична схема гід-
ролізу [9], де гідроліз триває 30хв при співвідно-
шенні об’єкт-концентрована кислота 1:1, буде не 
ефективна у випадку гідазепаму.  

2. Наявність амінобромбензофенону, метил-
амінобромбензофенону та амінокарбоксиметил-
бромбензофенону, в гідролізаті сечі зумовлена 
наявністю головних метаболітів гідазепаму: кар-
боксиметилгідазепаму, N1 – дезалкілгідазепаму 
та 3-гідрокси-N1-дезалкілгідазепаму.  

3. При загальному напрямку тонкошарової 
хроматографії скринінгу по амінобензофенонах, 
амінобромбензофенону та метиламінобромбензо-
фенону поводять себе аналогічно амінохлорбен-
зофенону та метиламінохлорбензофенону і мо-
жуть бути помилково віднесені до них, при цьо-
му амінокарбоксиметилбромбензофенон не від-
кривається.  

4. Враховуючи хімічну природу амінокарбо-
ксиметилбромбензофенону, схема екстракції амі-
нобензофенонів з лужного середовища, при ці-
льовому скринінгу на похідні 1,4-бензодіазепіни, 
призведе до не відкриття амінокарбоксиметил-
бромбензофенону, що разом із хроматографіч-
ною подібністю амінобромбензофенону та метил-
амінобромбензофенону з амінохлорбензофенону 
та метиламінохлорбензофенону може призвести 
до хибного висновку та не відкриття гідазепаму 
або його метаболітів. 

Перспективи подальшого дослідження. 
Вперше вивчено поведінку гідазепаму та його 
метаболітів в умовах загального скринінгу на 
похідні 1,4-бензодіазепіну по амінобензофено-
нах. Виходячи із результатів дослідження, необ-
хідним є подальше удосконалення методів скри-
нінгу та ідентифікації даного препарату та його 
метаболітів. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДАВНОСТИ КРОВОПОДТЕКОВ И КРОВОИЗЛИЯНИЙ  
С ПОМОЩЬЮ ДИСТАНЦИОННОЙ ИНФРАКРАСНОЙ ТЕРМОСКОПИИ 

Харьковский национальный медицинский университет 

Резюме. Установление наличия, характера и дав-
ности телесных повреждений составляет одну из основ-
ных, наиболее важных задач, решаемых судебно-

медицинским экспертом в процессе экспертизы потер-
певших, обвиняемых или других живых лиц.  

Ключевые слова: давность телесных поврежде-
ний, дистанционная инфракрасная термоскопия. 

Определение давности образования крово-
подтеков и других кровоизлияний осуществляет-
ся в подавляющем большинстве случаев весьма 
субъективно, на основании их внешнего вида 
(цвет, форма, размеры). Эксперт, опираясь на 
данные литературы, а подчас, также и на личный 
опыт, производит оценку давности травмы [1-3]. 
Опрос в данном случае также не может быть при-
знан в качестве объективного критерия. Так как 
по различным причинам пострадавший может 
быть заинтересован в скрытии обстоятельств 
происшествия, либо в связи с посттравматиче-

ской или старческой амнезиями, вообще не мо-
жет указать время причинения повреждений. 

В таких случаях наиболее значимыми долж-
ны быть методы инструментального исследова-
ния давности образования телесных поврежде-
ний, которые позволяют на основании численно 
выражаемых показателей, характеризующих 
травматические изменения тканей тела потерпев-
шего, объективно определять время причинения 
травмы. 

Из этих позиций, на наш взгляд, необходимо 
применение биофизических методов исследования, 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПОВЕДЕНИЯ ГИДАЗЕПАМА И ЕГО МЕТАБОЛИТОВ В УСЛОВИЯХ  
КИСЛОТНОГО ГИДРОЛИЗА  

М.А. Савченко, Г.П. Петюнін 
Резюме. В статье представлены результаты исследования продуктов гидролиза гидазепама и его метаболитов, 

а также их качественный и количественный состав в зависимости от условий. Изучено поведение полученых ами-
нобензофенонов в рамках классической схемы токсикологического исследования производных 1,4-бенздиазепина.  

Ключевые слова: гидазепам, аминобензофеноны, гидролиз, 1,4-бензодиазепины. 

RESEARCH OF THE BEHAVIOUR OF GIDAZEPAM AND IT METABOLITES UNDER  
THE CONDITIONS OF ACID HYDROLYSIS  

1M.A. Savchenko, 2G.P. Petyunin 

Abstract. The paper deals with results of a research of the product of gidazepam hydrolysis and the products of its 
metabolism, as well as their qualitative and quantitative composition, depending on the conditions of hydrolysis. The be-
haviour of aminobenzophenons created under the conditions of the classical scheme of a toxicological research of the de-
rivatives of 1,4-benzodiazepine has been ascertained. 
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