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Polarographische Bestimmung von Diazepam in 
Körperflüssigkeiten und pharmazeutischen 

Präparaten 

Zusammenfassung 

Diazepam ist eine Verbindung aus der Gruppe der 1,4-Benzodiazepine, die in der 
Medizin als sogenannte «Tranquilizer» (Beruhigungsmittel) und Antidepressiva ein-
gesetzt werden. 

Das vorliegende Bulletin beschreibt die Bestimmung von Diazepam in Tabletten 
und Körperflüssigkeiten (Blut, Serum, Urin) unter Verwendung der Differential-
Pulse-Polarographie. Wird als Grundelektrolyt Britton-Robinson-Puffer pH = 2,8 mit 
einem Methanol-Volumenanteil von 20% eingesetzt, so erhält man bei ca. –0,73 V 
einen ausgeprägten Reduktionspeak, der es erlaubt, in Blut selbst noch Diazepam-
Konzentrationen <0,05 µg/mL zu bestimmen. Auf die notwendigen Probenvorberei-
tungsschritte wird ebenfalls eingegangen. 

Theorie 

Diazepam löst sich sehr schlecht in Wasser, aber gut in Methanol, Chloroform,  
n-Pentan, Diethylether und verdünnten Mineralsäuren. Schwefelsäure der Kon-
zentration c(H2SO4) = 0,1 mol/L hydrolysiert das Diazepam und verhindert damit 
seine genaue Bestimmung. Durch Verwendung des beschriebenen Grundelektroly-
ten ist gewährleistet, dass sich Diazepam gut löst, aber keine unerwünschte Hydro-
lyse stattfindet. 

Bei ca. –0,73 V erfolgt die Reduktion der Gruppierung –CR=N– im Diazepam durch 
Aufnahme von zwei Elektronen (sowie zwei H+-Ionen) zu –CHR–NH–: 
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Geräte und Zubehör 

• VA Trace Analyzer 746 mit VA-Stand 747 
oder 
VA Computrace 757 

• Magnetrührer 

• Zentrifuge 

• Analysenwaage (Mindestauflösung 0,1 mg) 

• Trockenschrank 

• Exsikkator 

• Rotationsverdampfer 

• Mörser, Scheidetrichter, Messkolben, Messzylinder, Mess- und Vollpipetten, Be-
chergläser 

Reagenzien 

Zur Herstellung der Lösungen werden nur Reagenzien von höchster Reinheit sowie 
Reinstwasser verwendet. Die organischen Lösungsmittel sollten einen für die HPLC 
geeigneten Reinheitsgrad aufweisen. 

• n-Pentan 

• Methanol 

• Methanol : Reinstwasser = 1 : 1, d.h. φ(CH3OH) = 50% 

• Natronlauge c(NaOH) = 4 mol/L; dies entspricht einer Massenkonzentration von 
160 g NaOH pro Liter Reinstwasser 

• Phosphorsäure w(H3PO4) = 85% 

• Grundelektrolyt: Britton-Robinson-Puffer pH = 2,8: 

 In einen 1000-mL-Messkolben gibt man 200 mL Methanol und 1,75 mL 
w(H3PO4) = 85% und füllt mit Reinstwasser zur Marke auf. 200 mL dieser Lö-
sung werden in ein Becherglas gegeben und mit 160 mL Methanol sowie 
640 mL Reinstwasser versetzt. Dann stellt man den pH-Wert der Lösung mit 
c(NaOH) = 4 mol/L auf 2,8 ein. Der Grundelektrolyt wird in einer gut verschlos-
senen Glasflasche aufbewahrt. 

• Diazepam-Standardlösungen: 

– Stammlösung der Konzentration 1000 ppm: 
 Ca. 0,5 g Reinsubstanz werden bei etwa 70 °C während 24 h im Trocken-

schrank getrocknet; anschliessend lässt man im Exsikkator abkühlen. Man 
wiegt 100,0 mg des derart vorbereiteten Diazepams in einen 100-mL-Mess-
kolben ein, löst in 50 mL Methanol, füllt mit Reinstwasser zur Marke auf und 
mischt. Die Stammlösung wird im Dunkeln an einem kühlen Ort aufbewahrt 
und ist ungefähr eine Woche haltbar. 

– Arbeitslösungen der Konzentrationen 50 ppm, 100 ppm und 200 ppm: 
 Die Diazepam-Arbeitslösungen werden aus der 1000-ppm-Stammlösung 

durch Verdünnen mit φ(CH3OH) = 50% hergestellt. Sie sind ebenfalls im 
Dunkeln an einem kühlen Ort aufzubewahren und sind zwei bis drei Tage 
haltbar. 
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Probenvorbereitung 

1. Tabletten 
10 Tabletten werden gewogen, um ihre Durchschnittsmasse zu ermitteln, und an-
schliessend im Mörser fein zerstossen. In ein Becherglas wird die Menge an Tab-
lettenpulver eingewogen, die der durchschnittlichen Masse einer Originaltablette 
entspricht. Man versetzt mit 35 mL Methanol, bedeckt mit einem Uhrglas und rührt 
während 20 min auf einem Magnetrührer. Nach Ablauf dieser «Extraktionszeit» 
spült man die Mischung mit φ(CH3OH) = 50% quantitativ in einen 50-mL-Messkol-
ben, füllt zur Marke auf und mischt sehr gut. Der verschlossene Messkolben wird 
an einen kühlen, dunklen Ort gestellt, damit sich die unlöslichen Rückstände abset-
zen können. 

 

2. Vollblut, Serum, Urin 

Dem Patienten werden auf die übliche Weise 15,0 mL Blut entnommen (Heparin-
Zusatz zur Verhinderung der Blutkoagulation) und sofort in einen 60-mL-Scheide-
trichter gegeben, der bereits 40 mL n-Pentan enthält. Man extrahiert während 2 min 
unter intensivem Schütteln, wartet, bis sich die beiden Phasen getrennt haben (da-
bei ist die Zeit so kurz wie möglich zu halten) und lässt die Blutphase dann in einen 
zweiten Scheidetrichter ab, der 20 mL n-Pentan enthält. Die Pentanphase gibt man 
in ein Zentrifugenglas. Das Blut wird auf die gleiche Art ein zweites und drittes Mal 
extrahiert und die einzelnen Pentanextrakte werden im Zentrifugenglas vereinigt. 
Die Probe ist 10 min lang bei 7500 U/min zu zentrifugieren. Anschliessend wird das 
n-Pentan am Rotationsverdampfer bei 70 °C abdestilliert. Den resultierenden Tro-
ckenrückstand löst man mit 500 µL Methanol und spült ihn dann mit 14,5 mL 
Grundelektrolyt ins Polarographiegefäss. Serum- und Urinproben werden in glei-
cher Weise vorbereitet. 

Analyse 

1,00 mL Tablettenextrakt sowie 19,0 mL Grundelektrolyt bzw. die entsprechend 
vorbereitete Blut-, Serum- oder Urinprobe (siehe oben) werden ins Polarographie-
gefäss gegeben und 5 min mit Stickstoff entlüftet. (Die am VA-Stand angebrachte 
Waschflasche für den Stickstoff ist ebenfalls mit dem Grundelektrolyten zu füllen.) 
Anschliessend werden die Polarogramme unter folgenden Bedingungen aufge-
nommen: 

Methode / Amplitude DP / –50 mV 

Elektrode DME oder SMDE 

U.start –0,50 V 

U.end –0,95 V 

Sweep rate 12,5 mV/s 

 

Das Peakpotential des Diazepams liegt bei ca. –0,73 V. 

Die Konzentrationsermittlung erfolgt durch zweifache Standardaddition. 
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Bemerkungen 

• Von den verwendeten Chemikalien ist eine Blindprobe (Basislinie) aufzunehmen 
und bei der Ergebnisberechnung entsprechend zu berücksichtigen. 

• Die Absolutmasse an Diazepam im Polarographiegefäss sollte, inklusive der 
Standardadditionen, nicht mehr als 200 µg betragen, da man sich sonst ausser-
halb des linearen Arbeitsbereiches befindet. 

• Die erhaltenen Polarogramme sind leicht asymmetrisch. Dies hat aber keinen 
Einfluss auf die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Ergebnisse. 

• Weitere Tablettenbestandteile, die unter Umständen ebenfalls elektrochemisch 
aktiv sind, stören die polarographische Diazepam-Bestimmung nicht. 

• Neben Diazepam können auch andere Verbindungen aus der Gruppe der 1,4-
Benzodiazepine (z.B. Nitrazepam) sowie 1,5-Benzodiazepine polarographisch 
bestimmt werden. Hierbei erhält man – insbesondere wenn die Verbindungen 
Nitrogruppen aufweisen – eventuell zusätzliche Reduktionspeaks im Polaro-
gramm. 

• In den mit einem Gehalt von 2 mg Diazepam/Tablette ausgewiesenen Tabletten 
wurden 1,984 ± 0,021 mg Diazepam gefunden. Zwei weitere Proben ergaben 
einen Gehalt von 1,94 ± 0,034 mg Diazepam. 

Die Blutprobe eines Patienten ergab ca. 2 h nach Einnahme der Tabletten einen 
Gehalt von 0,960 µg Diazepam/15 mL bzw. 0,064 µg Diazepam/mL. 
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Abb. 1: Methode für die polarographische Bestimmung von Diazepam in Tabletten (durchge-
führt am VA Trace Analyzer 693): «Operation Sequence», Segment und Dokumentati-
on. 
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Abb. 2: Methode (Fortsetzung): Substanzen und Berechnung. 
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Abb. 3: Vollständiges Protokoll für die Bestimmung von Diazepam in Tabletten. 
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Abb. 4: Polarogramme für die Bestimmung von Diazepam in Tabletten. 
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Abb. 5: Vollständiges Protokoll für die Bestimmung von Diazepam in Blut. 



 Application Bulletin Nr. 250/1 d 

Polarographische Bestimmung von Diazepam Seite 10 

 

Abb. 6: Standardadditionskurve für die Bestimmung von Diazepam in Blut. 


