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Определены константы ионизации диазепама, гидазепама и лоразепама в воде и мицеллярных 
растворах додецилсульфата натрия. На этой основе определены константы связывания гидазепама 
и лоразепама мицеллярной псевдофазой додецилсульфата натрия. 

Бензодиазепины широко используются в фармакологии как транквилизаторы, антиконвуль-
санты и препараты седативного действия [1,2]. Физико-химические свойства бензодиазепинов 
представляют интерес прежде всего с точки зрения оценки их лечебного и побочного действия. 
С другой стороны, бензодиазепины часто являются объектами аналитического контроля: при 
исследовании случаев передозировки лекарств, в клинических исследованиях и судебно-
медицинской экспертизе [3], а также при контроле качества лекарств [1,2]. Аналитическим 
свойствам бензодиазепинов посвящен обзор [4], определению бензодиазепинов в биологиче-
ских образцах – обзор [5]. В последнее время для определения бензодиазепинов в исходных 
субстанциях и фармацевтических препаратах предложены методы спектрофотометрии и флуо-
ресценции [6] и потенциометрии с ионселективными электродами [7]. Однако центральное 
место в аналитической химии бензодиазепинов занимают методы хроматографии [8-19], осо-
бенно при анализе биологических и других многокомпонентных материалов.  

Важнейшими физико-химическими характеристиками, описывающими поведение вещества 
на границе раздела фаз с разной полярностью, являются параметры гидрофобности. Чаще всего 
гидрофобность характеризуют значениями логарифма константы распределения вещества в 
системе н-октанол – вода, обычно используется обозначение lg Po/w (согласно IUPAC, обозна-
чение lg Кo/w [20]). Еще в 1971 г. было показано, что с этой величиной коррелируют характери-
стики пассивного транспорта вещества через биологические мембраны, и, следовательно, ха-
рактеристики его биологической активности, биодоступности и биотрансформации [21,22]. 
Однако граница раздела в двухфазной жидкой системе н-октанол – вода не всегда является хо-
рошей моделью липидного бислоя биологической мембраны. С развитием химии организован-
ных систем в качестве более адекватной модели биомембран все чаще стали рассматривать 
псевдофазу мицелл поверхностно-активных веществ (ПАВ) [23]. В этом случае гидрофобность 
характеризуют константами связывания Кb вещества мицеллами или константами распределе-
ния вещества между водой и мицеллярной псевдофазой Pm/w.  

Распределение вещества между стационарной и подвижной фазой в жидкостной хромато-
графии подобно распределению в других двухфазных системах, включающих  фазы разной 
полярности. Поэтому естественно наличие обоюдной связи между хроматографическими пара-
метрами и параметрами гидрофобности: последние служат для предсказания удерживания в 
ВЭЖХ, а хроматографические данные используются для оценки гидрофобности. Подход к 
хроматографическому разделению как модели биораспределения положил начало исследова-
ниям соотношений удерживание – структура (QRSR) и удерживание – активность (QRAR) [24].  

Двум типам параметров гидрофобности соответствуют две разновидности жидкостной хро-
матографии: высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) и мицеллярная жидкост-
ная хроматография (МЖХ). Методом МЖХ исследованы соотношения удерживание –
 активность ряда бензодиазепинов и установлено, что  показатели токсичности и терапевтиче-
ской активности бензодиазепинов удовлетворительно коррелируют с логарифмом фактора 
удерживания при использовании мицеллярного элюента на основе неионного ПАВ и октаде-
цилсиликагеля как стационарной фазы [24]. Другой подход к характеристике связывания бен-
зодиазепинов мицеллами ПАВ на основе данных МЖХ использован в работе [10], где характе-
ристики связывания найдены как подгоночные параметры уравнений, вытекающих из трехфаз-
ной модели удерживания в МЖХ. Представляет интерес сопоставление данных хроматографии 
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с характеристиками гидрофобности веществ, полученными независимыми методами, как в слу-
чае модельных систем жидкость-жидкость, так и в случае системы водный раствор-
мицеллярная псевдофаза. 

Целью работы является определение констант связывания некоторых бензодиазепинов ми-
целлярной псевдофазой додецилсульфата натрия (ДСН), который чаще всего используется как 
компонент мицеллярных элюентов в МЖХ. В качестве объектов исследования выбраны три 
производных 1,4-бензодиазепина: диазепам, гидазепам и лоразепам:  
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Протолитические свойства исследуемых производных определяются прежде всего протони-

рованием атома N4 гетероцикла (азометиновая связь) с образованием катионной кислоты 
[25,26]. Выводы об этом центре основности следуют из результатов потенциометрического 
титрования гидазепама хлорной кислотой в неводной среде [25]. Оказалось, что соответствую-
щие N1-оксиды в аналогичных условиях вообще не титруются, что согласуется с общими пред-
ставлениями о заниженной основности атома азота N1 гетероциклического кольца. Факт коор-
динации кислот Льюиса, таких как тетрафторсилан, по атому N4 гетероцикла также свидетель-
ствует о том, что наибольшая электронная плотность сосредоточена на атоме N4 кольца [27]. 
Константа ионизации катионной кислоты в дальнейшем обозначается символом Ка0. Для лора-
зепама характерна также ионизация по второй ступени, обусловленная наличием ОН-группы, 
соответствующая константа обозначается Ка1. 

В табл. 1 приведены литературные данные о константах ионизации и спектральных характе-
ристиках исследуемых бензодиазепинов. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Реагенты и оборудование. В работе использованы диазепам, лоразепам и гидазепам фарма-
копейной квалификации [1] с массовой долей основного компонента 99 – 100 %. Исходные 
растворы исследуемых веществ готовили по точно взвешенным навескам, которые сначала 
растворяли в небольшом количестве спирта, а затем доводили до метки водой. Использованы 
также следующие реактивы: додецилсульфат натрия (Merсk, 98.1%), х.ч.; уксусная кислота 
(лед.), ч.; ацетат натрия, ч.д.а.; хлороводородная кислота, ч.; хлорид натрия, х.ч.; гидрофосфат 
натрия, х.ч.; дигидрофосфат калия, х.ч.; гидроксид натрия, ч.д.а.; хлорная кислота, х.ч.; орто-
фосфорная кислота, ч.; тетраборат натрия декагидрат, ч.д.а. Все растворы готовили на биди-
стиллированной воде, которую кипятили в течение 40 минут для того, чтобы избавиться от 
растворенного в ней углекислого газа. 

Значения рН определяли потенциометрически с помощью компенсационной схемы (потен-
циометр Р307, нуль-инструмент рН-метр-милливольтметр рН-121, электрод сравнения ЭВЛ-
1М3, стеклянный электрод ЭСЛ-63-07). Стандартное отклонение измерения э.д.с. не превыша-
ло 0.3 мВ. Градуировку рН-метрической системы проводили по стандартным буферным рас-
творам. 

Поглощение измеряли на спектрофотометре СФ-46, шкала длин волн которого была прове-
рена по ртутной лампе. Использовались кварцевые кюветы (1 см). Для регистрации спектров 
поглощения использовали спектрофотометр Hitachi U-3210. 
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Таблица 1. Литературные данные о константах ионизации  
и спектральных характеристиках бензодиазепинов 

Вещество М, 
г/моль 

рКа 
 

λmax (нм) ε (л.моль-1.см-1) 

242 
285 
366 

29300 
- 

4020-4450 [1] 
260, 368, 380 [6]  

рН 1 [4] 
240 
285 
359 

29900 
14370 
4600 

рН 13 [4] 
231 
310 

- 
- 

этанол [4] 

Диазепам 287.4 3.3 [10] 3.40±0.10[28] 
3.17 [29] 

228 
315 

31700 
- 

рН 1 [4] 
231 
366 

- 
- 

рН 13 [4] 
233 
349 

- 
- 

этанол [4] 

Лоразепам 321.2 рКа1=11.58±0.60[28] 
рКа0=1.30±0.50[28] 
рКа0=0.39 [29] 

228 
320 

35940 
2060 

этанол [25] Гидазепам 387.2 4.22*[25] 2.93±0.20[28] 
 205 

230 
250 
310 

- 
- 
- 
- 

*потенциометрическое титрование в среде метилэтилкетона. 
 
Условия эксперимента. Константы ионизации диазепама, гидазепама и лоразепама в водном 

и мицеллярных растворах определяли при постоянной ионной силе 0.1 моль/л, которую созда-
вали компонентами буферных растворов*. Кислотность в диапазоне рН от 0.3 до 3.1 регулиро-
вали добавками HCl, от 3.0 до 3.9 использовали цитратные буферные растворы, от 9.0 до 12.5 –
боратные буферы и титрованный раствор гидроксида натрия. Буферные растворы готовили 
таким образом, что концентрация ионов Na+ во всех рабочих растворах оставалась постоянной 
(0.1 моль/л), чтобы обеспечить одинаковый режим мицелл [30]. При варьировании рН от 1.0 до 
3.1 добавками HCl в растворы вводили NaCl, чтобы суммарная концентрация ионов Н+ и Na+ 
равнялась 0.1 моль/л; замену противоионов Na+ на Н+ можно считать эквивалентной, поскольку 
соответствующая константа обмена для ДСН близка к 1 [31]. Некоторое превышение ионной 
силы и концентрации ионов Na+ (до 0.16 моль/л) имело место при рН 9.5–10.5 (боратный бу-
ферный раствор). Значение критической концентрации мицеллообразования (ккм) ДСН при 
концентрации ионов натрия 0.1 моль/л составляет 1.1.10-3 моль/л [32]. 

Результаты и обсуждение.  
Распределение реагента R между объемной (водной) фазой и псевдофазой (мицеллярной фа-

зой) можно рассматривать как частный случай распределения в двуфазной системе с констан-
той распределения Pm/w: 
                                                           
* при рН<1 ионная сила рабочих растворов достигала значений 0.12–0.5 моль/л, в соответствии с вве-
денным количеством HCl для регулирования кислотности. 
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[ ]
[ ]/

m
m Rm

m w w
w w R

R faP
a R f

= = ,     (1) 

где индексы w и m обозначают водную и мицеллярную фазы соответственно, a и [ ]R  – актив-
ность и равновесная концентрация реагента, отнесенные к объему соответствующей фазы, 

Rf  – концентрационный коэффициент активности. 
Распределение реагента можно также рассматривать как связывание его с мицеллами, кото-

рые выступают в качестве своеобразного участника реакции:  
R + m ∅ Rm.     (2) 

Константа ЗДМ такой реакции называется константой связывания bK : 

[ ]
[ ]

1m t
b

w ПАВt

R
K

R c ккм
= ×

−
,    (3) 

где [ ]m t
R  и [ ]w t

R  – концентрации мицеллярно связанного и несвязанного реагента, отнесен-

ные к общему объему раствора, ПАВc  — концентрация ПАВ, также отнесенная к общему объе-
му раствора, ккм  — критическая концентрация мицеллообразования. 

Для изучения распределения бензодиазепинов в системе вода - мицеллярная псевдофаза ис-
пользовали метод спектрофотометрии. Один из подходов к определению констант связывания 
основан на изменении спектров поглощения исследуемого соединения при введении в раствор 
ПАВ [33]. Оказалось, однако, что спектры поглощения диазепама, лоразепама и гидазепама в 
мицеллярных растворах вплоть до концентрации ДСН 0.3 моль/л лишь незначительно отлича-
ются от спектров поглощения в водных растворах (табл. 2). Использование столь малых спек-
тральных различий для расчета констант связывания отягощалось сильным влиянием случай-
ных погрешностей измерений. 

 
Таблица 2. Спектральные характеристики диазепама, гидазепама, лоразепама в водных растворах  

и мицеллярных растворах ДСН 
Протолитическая форма 

HR R 
Вещество 
Тип заряда 

 

Водный рас-
твор 

Мицеллярный 
раствор 

Водный рас-
твор 

Мицеллярный 
раствор 

λмакс, нм 285 285 322 323 
ε(λмакс), л.моль-

1.см-1 
1.62.104 1.44.104 2.62.103 2.94.103 

λмакс, нм 360 363   

Диазепам 
+/0 

ε(λмакс), л.моль-

1.см-1 
4.73.103 5.04.103   

λмакс, нм 286 285 316 318 
ε(λмакс), л.моль-

1.см-1 
1.42.104 1.38.104 2.03.103 2.28.103 

λмакс, нм 351 352   

Гидазепам 
+/0 

ε(λмакс), л.моль-

1.см-1 
4.16.103 3.99.103   

λмакс, нм 316 318 342 333 Лоразепам 
0/- ε(λмакс), л.моль-

1.см-1 
1.83.103 1.93.103 4.79.103 3.58.103 

 
Другой подход к определению констант связывания основан на изучении влияния ПАВ на 

кажущуюся константу ионизации вещества рКа
а: 

p pН lga B
a

HB

А АK
А А
−

= +
−

,     (4) 
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где BА  и HBА – индивидуальное поглощение каждой формы, соответствующее поглощению 
раствора, в которой вещество полностью превращено в данную форму; A  – поглощение рас-
твора, в котором присутствуют обе формы, значение рН по условиям измерения относится к 
объему водной фазы. 

Кажущаяся константа ионизации в случае неполного связывания одной или обеих форм ве-
щества включает константы связывания каждой из сопряженных протолитических форм [30] и 
связана со смешанной константой ионизации в водном растворе соотношением: 

,

,

1 ( )
p p lg

1 ( )
b HR ПАВa w

a a
b R ПАВ

K c ккм
K K

K c ккм
+ −

= +
+ −

,     (5) 

где значения p w
aK  и p a

aK  получены при одной и той же ионной силе водной фазы. 
С помощью стандартной спектрофотометрической методики [34] были определены констан-

ты ионизации катионных кислот диазепама, гидазепама и лоразепама и константа ионизации 
лоразепама по ОН-группе в водных и мицеллярных растворах ДСН.  

В кислых водных растворах диазепама, гидазепама и лоразепама при увеличении рН наблю-
далось уменьшение поглощения в области 284 и 354 нм вплоть до полного исчезновения мак-
симума при 354 нм, откуда следует, что молекулярные формы не поглощают свет в этой облас-
ти. Пример спектров приведен на рис. 1. В спектрах поглощения щелочных растворов  лоразе-
пама появляется максимум при длине волны 318 нм, увеличивающийся при увеличении рН и 
отнесенный к поглощению анионной формы лоразепама. 

 

 
Рис. 1. Спектр поглощения водного раствора с концентрацией диазепама 9.4.10-5 моль/л  

при различных значениях рН. 
 
Для определения констант ионизации использовали измерения поглощения при 8-10 значе-

ниях длины волны в области максимума λmax ±8 нм в растворах с разными значениями рН. 
Пример зависимости А от рН для лоразепама приведен на рис. 2. Наклонный участок зависимо-
сти обычно охватывал 8–10 значений рН.  

Константы ионизации диазепама, лоразепама и гидазепама определяли по результатам спек-
трофотометрических измерений и потенциометрических измерений рН, используя программу 
CLINP [35]. Поглощение индивидуальных протолитических форм НВ+ диазепама и гидазепама, 
HВ всех исследуемых соединений, В- лоразепама находили экспериментально как ординаты 
горизонтальных участков зависимости А от рН. Подобный подход нельзя применить для опре-
деления индивидуального поглощения формы Н2В+ лоразепама, поскольку для этого требуется 
слишком высокая кислотность, особенно в водном растворе. Величины 

2H B
А +  рассчитывали 

совокупно с константой ионизации катионокислоты. 
Полученные значения показателей констант ионизации 0p a

aK  по атому N4 гетероцикла гида-
зепама и диазепама, значения 1p a

aK  ионизации лоразепама по ОН-группе приведены в табл. 3. 
При изучении ионизации лоразепама по по атому N4 гетероцикла оказалось, что уже малые 
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добавки ДСН заметно изменяют значения 0p a
aK  по сравнению с водным раствором, поэтому 

здесь концентрацию ДСН пришлось варьировать в достаточно узком диапазоне (табл. 4). 
 

 
Рис. 2. Зависимость поглощения водного раствора 7.1.10-5 моль/л гидазепама от рН (λ=354 нм). 

 
Таблица 3. Значения показателей кажущихся констант ионизации, p a

aiK , диазепама,  
гидазепама, лоразепама в воде и мицеллярных растворах ДСН 

0p a
aK  1p a

aK  с(ДСН), моль/л 
Диазепам Гидазепам Лоразепам 

0.00 3.34±0.06 3.07±0.19 10.44±0.09 
0.01 3.45±0.04 3.44±0.03 10.85±0.16 
0.02 3.49±0.05 3.49±0.01 11.03±0.01 
0.03 3.52±0.04 3.51±0.01 11.12±0.06 
0.05 3.58±0.05 3.53±0.02 11.25±0.05 
0.07 3.46±0.03 3.52±0.04 11.04±0.07 
0.1 3.32±0.06 3.42±0.14 10.96±0.05 

 
Таблица 4. Значения показателей кажущихся констант ионизации, 0p a

aK , 
лоразепама по атому N4 гетероцикла в воде и мицеллярных растворах ДСН 

с(ДСН), моль/л 
0p a

aK  
0 0.63±0.02 

0.00165 1.06±0.03 
0.00189 1.128±0.003 
0.00220 1.202±0.011 
0.00275 1.396±0.018 
0.00330 1.59±0.10 
0.00550 1.41±0.03 
0.0100 1.52±0.03 
0.0201 1.49±0.07 
0.0301 1.47±0.03 

 
В присутствии АПАВ значения p a

aK  реагентов увеличиваются по сравнению со значениями 
в водных растворах, что характерно для мицеллярной среды анионных ПАВ [30]. Наклонные 
участки зависимостей p a

aK  от концентрации ДСН использовали для оценки констант связыва-
ния отдельных протолитических форм. Константы связывания определяли по уравнению (5) 
нелинейным методом наименьших квадратов (Statistica 6.0 [36]), а также применяли линейную 
регрессию для линеаризованой формы уравнения (5): 

( )
p p

p p1 (10 ) 10
w a
a a w a

a a

K K
K K

b,R b,HR
ПАВ

K K
c ккм

−
−−

=− +
−

,    (6) 
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в которой константы связывания играют роль свободного члена и тангенса угла наклона. Оцен-
ки, полученные двумя способами, практически не отличались между собой.  

Значения констант связывания могут быть использованы для расчета констант распределе-
ния в системе вода – мицеллярная псевдофаза АПАВ: 

1
,i b i SP K υ−= ,      (7) 

где iP  – константа распределения; Sυ  — молярный объем ДСН, Sυ =0,264 л/моль [37]. 
Полученные значения логарифмов констант связывания и констант распределения приведе-

ны в табл. 5. Там же приведены расчетные значения lg Po/w и полученные ранее данные о фак-
торах удерживания исследуемых веществ (lg k) в условиях ОФ ВЭЖХ (колонка Nucleosil 100-5 
C18 150мм*4.6 мм (Merk), подвижная фаза 0.15 М К2НРО4 (добавки Н3РО4 до 
рН 2.5) : ацетонитрил в соотношении 65:35). 

 
Таблица 5. Параметры гидрофобности гидазепама, лоразепама и диазепама 

(в скобках приведены значения стандартного отклонения) 
Параметр Гидазепам 

HВ+, В 
Лоразепам 
Н2В+, HВ, В- 

Диазепам 
HВ+, В 

lg Kb,катион 2.810 (0.012) 3.66 (0.07) - 
lg Kb,мол.форма 2.325 (0.014) 2.33 (0.02)* 

2.75 (0.18)** 
- 

lg Kb,анион - 1.22 (0.08) - 
lg Pm,катион 3.388 (0.012) 4.24 (0.07) - 

lg Pm,мол.форма 2.903 (0.014) 2.91 (0.02)* 
3.33 (0.18)** 

- 

lg Pm,анион - 1.80 (0.08) - 
lg Po/w, сlogP, Biobyte 

[38] 
2.02 2.37 3.17 

lg Po/w, ACDlab [28] 1.8±0.7 2.5±0.6 3.0±0.6 
lg k 0.69 1.26 1.36 

LD50, мг/кг [24] - 1160 710 
*оценено по изменению рКа0

а. 
**оценено по изменению рКа1

а. 
 
Как свидетельствуют расчетные значения lg Po/w, диазепам является наиболее гидрофобным 

из изученных веществ. Однако зависимость p a
aK  диазепама от концентрации додецилсульфата 

натрия оказалась слабовыраженной, что не позволило достоверно оценить константы связыва-
ния. Методом МЖХ получено также невысокое значение константы ассоциации диазепама с 
мицеллами ДСН КАМ=0.20 [10]. Эти обстоятельства нуждаются в дополнительном исследова-
нии, поскольку для других изученных нами веществ значения КАМ отсутствуют. 

По значениям констант связывания отдельных протолитических форм были получены зна-
чения кажущихся констант ионизации веществ в условиях полного связывания p ac

aK : 
1

,
1

,

( )
p p lg

( )
b R ПАВac a

a a
b HR ПАВ

K c ккм
K K

K c ккм

−

−

+ −
= +

+ −
.    (8) 

Расчетные значения 0p ac
aK , характеризующие диссоциацию катионокислот, хорошо согласу-

ются со значениями на плато экспериментальной зависимости и составляют соответственно 
3.55 и 3.50 для гидазепама, 1.54 и 1.48 для лоразепама. В случае ионизации лоразепама по ОН-
группе расчетное значение 1p ac

aK  11.56 оказалось выше экспериментально достигнутого 11.08. 
Следует отметить, что при концентрации ДСН выше 0.05 моль/л наблюдается спад значений 

кажущихся констант ионизации (табл. 3). Такие эффекты наблюдали и другие авторы, напри-
мер, при исследовании двух ароматических аминов в мицеллярных растворах ДСН [39], объяс-
няя их сочетанием двух противоположных влияний: (1) анионные мицеллы связывают протон, 
нейтральную и монокатионную формы вещества, концентрируя их в малом объеме мицелляр-
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ной псевдофазы, тем самым сдвигая равновесие реакции в сторону протонирования; (2) добав-
ки ПАВ разбавляют реагенты в увеличивающемся объеме мицеллярной псевдофазы. Однако в 
монографии [30] показано, что появление максимума на зависимости p a

aK  от концентрации 
ДСН наблюдается в условиях, когда при изменении концентрации ПАВ изменяется концентра-
ция противоионов. Если ионная сила раствора невысока, то при увеличении концентрации ПАВ 
концентрация противоионов в объемной фазе увеличивается за счет диссоциации мицелл. Это 
ведет, в свою очередь, к дополнительному экранированию поверхностного заряда мицелл и 
несколько понижает значения p a

aK  в случае анионных ПАВ [30]. По-видимому, это имело ме-
сто и в наших исследованиях при ионной силе 0.1 моль/л.  

Оценки констант связывания молекулярной формы лоразепама, полученные из зависимо-
стей первой и второй констант ионизации от концентрации ДСН, согласуются между собой в 
пределах воспроизводимости (табл. 5). Константы связывания катионных форм гидазепама 
(HВ+) и лоразепама (H2В+) выше, чем константы связывания молекулярных форм (В и НВ соот-
ветственно), что объясняется добавочным электростатическим взаимодействием катионной 
кислоты с анионными мицеллами. Константа связывания молекулярной формы лоразепама 
(HВ) выше, чем константа связывания анионной формы (В-), что также согласуется с представ-
лениями об электростатическом взаимодействии.  

 
Авторы выражают благодарность Министерству образования и науки Украины за финанси-
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