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SUMMARY

Quantitative analysis of barbiturates by thin-layer chromatography

A number of barbiturates were determined quantitatively by the reflection
method on a silica gel plate following conversion into their Na, K, or Ba salts. By the
formation of salts the sensitivity and accuracy of the determination are increased, so
that the reproducibility, under conditions of standardized working procedures, is
good. Since the method is so simple and rapid, it is particularly suitable for the
quantitative measurement of barbiturates in pharmaceutical preparations. It can also

be well reproduced, with a maximum relative standard deviation of 19, as several
examples have demonstrated.

EINLEITUNG

Zur Bestimmung von Barbitursiurederivaten stehen neben der direkten Mes-
sung der UV-Lichtabsorption eine Reihe chemischer Bestimmungsmethoden'~2® zur
Verfiigung. Uber Trennung und Nachweis von Barbituraten auf Diinnschichtplatten
sind einige Arbeiten erschienen'-8-'°, wogegen auf eine direkte quantitative Bestim-
mung auf der Diinnschichtplatte bisher kaum eingegangen wurde??-*2, Es wurde daher
versucht, eine einfache, schnelle und zuverlédssige direkte quantitative diinnschicht-
chromatographische Analysenmethode fiir Barbiturate auszuarbeiten.

EXPERIMENTELLER TEIL

Untersuchte Barbiturate

Reinsubstanzen. Die Tabelle 1 zeigt die Kurzbezeichnung und chemische Be-
zeichnung der Reinsubstanzen.

Pharmazeutische Priparate. Die folgenden Priparaten wurden analysiert: Ta-
bletten mit je 150 mg Phenobarbital pro Tablette (Priparat A), Tabletten mit je 70
mg Aprobarbital und 50 mg Butabarbital pro Tablette (Prédparat B) und Tabletten
mit je 56.96 mg Barbital und 143.04 mg Aminophenazon pro Tablette (Priparat C).
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TABELLE 1

UNTERSUCHTE BARBITURATE (REINSUBSTANZEN)
Kurzbezewhnung Che/msche Be'ewlmung

Allobarbltal 5 S-Dlallylbarbltursaurc

Allylbarbital 5-Allyl-5-isobutylbarbitursiure

Aprobarbital 5-Allyl-5-isopropylbarbitursiure

Barbital 5,5-Didthylbarbitursiure

Barbital-Natrium 5,5-Didthylbarbitursaures Natrium
Butabarbital 5-Athyl-5-sek.-butylbarbitursiure

Hexobarbital 5-(1-Cyclohexen-1-yl)-1,5-dimethylbarbitursiure
Methylphenobarbital S-Athyl-1-methyl-5-phenylbarbitursiiure
Phenobarbital 5-Athyl-S-phenylbarbitursiure
Phenobarbital-Natrium  §- Athyl S-phenylbarbitursaures Natrium
Thiopental-Natrium 5 Athyl 5 (l’-methylbutyl) 2-thlobarbltursaures Natrlum

Extraktion und Diinnschichtchromatographie der Barbiturate

Die Barbiturate wurden in Methanol-Chloroform (1:1) gel&st bzw. aus den
pharmazeutischen Priparaten mit diesem L&sungsmittelgemisch herausgeldst. Chro-
matographiert wurde auf Kieselgel-60-F,s,-Fertigplatten (Merck, Darmstadt, B.R.D.)
von 20 X 20 cm Grdésse und 0.25 mm Schichtdicke in den mit Fliessmitteln gesiittigten
Kammern. Jeweils 1-5 ug der Eichsubstanz und der Analysenproben wurden auf der-
selben Platte mit einem der nachstehenden Laufmittel chromatographiert: (1) Chloro-

form—Aceton (1:1) und (2) Chloroform-Dioxan-Aceton-259%jige Ammoniakldsung
(15:45:30:15).

Detektion der Barbiturate auf Diinnschichiplatten

Die Barbiturate wurden zur Detektion auf den entwickelten und im warmen
Luftstrom getrockneten Platten in ihre Salze® {iberfiihrt. Die Salzbildung erfolgte:
(a) Durch Besprithen der Platte mit 1.0 %iger methanolischer KOH-, NaOH- bzw.
geséttigter methanolischer Ba(OH),-Lésung und anschliessendem Trocknen. (b)
Durch 15 miniitiges Einstellen der Platten in eine mit Ammoniakdampf gesittigte
Kammer.

Die Substanzflecken auf diesen Platten wurden mit einem Chromatogramms-
Spektralphotometer PMQ Il nach der Reflexionsmethode direkt gemessen.

Auswertung

Der Gehalt an Barbituraten in den pharmazeutischen Priparaten erfolgte unter

Bezugnahme auf den Remissionsgrad eines Vergleichsflecks bekannter Konzentra-
tion3¢,

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Reinsubstanzen

Wegen der Absorption im kurzwelligen UV-Lichtbereich (210-220 nm) sind
der direkten quantitativen Bestimmung der Barbiturate in ihrer protonierten Form
mit Ausnahme des Thiopentals Grenzen gesetzt, wie die Tabelle 1I zeigt. Die Licht-
intensitdt des Chromatogrammspektralphotometers ist in diesem Bereich gering, so
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TABELLE I1

ABSORPTIONSMAXIMA (4m.x) DER UNTERSUCHTEN BARTITURATE AUF DEN ENT-
WICKELTEN PLATTEN VOR UND NACH DEM BESPRUHEN

Substanz 2 max. ( nm)

Vor dem Der Na- K- Ba- ader ‘
Bespriihen NHg-Barbiturate nach
dem Bcspruhen

Allobarbltal 215 242
Allylbarbital 216 238
Aprobarbital 215 240
Barbital 2158 238
Barbital-Natrium 215" 238
Butabarbital 215 238
Hexobarbital 221 242
Methylphenobarbital 210 244
Phenobarbital 210 240
Phenobarbital-Natrium 210 240
Thiopental-Natrium 290 300

* Diese Barbiturate hydrolysieren widhrend der Chromatographie und liegen daher nicht mehr
als Na-Salze vor,

TABELLE III
NACHWEISGRENZE DER UNTERSUCHTEN BARBITURATE UND IHRER SALZE

Subslanz Naclhwei vgrenze ( /:g)

Der Barbiturate Der K-, Na-, ader Ba-Bar-
vor dem Bespriilien biturate nach dem Bespriihen

Allobarbltal 2 0.1

Allylbarbital 7 0.1

Aprobarbital 12 0.1

Barbital 7 0.3

Barbital-Natrium 7 0.3

Butabarbital 12 0.1

Hexobarbital 1 0.1

Methylphenobarbital | 0.1

Phenobarbital 1 0.1

Phenobarbital-Natrium 1 0.1

Thlopental Natrlum 0.5 0.1

dass mit grosser Verstirkung und weit gedffnetem Spalt gearbeitet werden muss,
was zu einem hohen Rauschpegel, schlechtem spektralen Auflésungsvermdgen und
damit zu geringer Genauigkeit fiihrt. Die Uberfiihrung der Barbiturate in ihre Salze
dagegen bewirkt eine Verschiebung der Absorptionsmaxima zu hdheren Wellen-
lingen3t, wie die Tabelle 1I zeigt, wodurch die Genauigkeit der Messung verbessert
und die Nachweisempfindlichkeit der Methode um etwa eine Zehnerpotenz erh&ht
wird (Tabelle II1). Die lineare Beziechung zwischen Konzentration und dem relativen
Remissionsgrad in dem Bereich von 1-5 ug wurde fiir alle Substanzen festgestellt.
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TABELLE IV
BESTANDIGKEIT DER BARBITURATSALZE
X = Arithmetischer Mittelwert: SD = Standardabweichung der Einzclwerte.

Substanz Remlss:omgra(l ( % )

NI-L,-Sa/‘.a K-Salze*

Sofort Nach Nach Safort Nach Nach

30 min 60 min 30 min 60 min

X SD X 8D X SD X SD X SD X SD
Alldbarbital 61 20 84 2.1 93 0.92 59 065~ 59 0.65 60 0.60
Allylbarbital 65 2.6 81.51.6 93 0.46 59 077 60 0.60 60 0.60
Aprobarbital 67 2.9 82 2.1 93 0.90 60 0,72 61 090 61 0,90
Barbital 68 24 82 1.6 95 0.47 53 047 53 047 54 0.50
Barbital-Natrium 69 2.2 83.51.7 97 0.20 52 0.50 53 0.64 53 0.64
Butabarbital 68 3.2 81 1.6 95 0.92 57 0.55 57 0.55 58 0.70
Hexobarbital 74 2.6 85 2.1 91.50.90 64 0.77 65 0.65 65 0.65
Methylphenobarbital 63 2.6 72 2.2 86 1.3 56 0.56 57 0.55 57 0.55
Phenobarbital 58 1.9 67.51.7 85 0.85 53 070 53 0.69 54 0.55
Phenobarbital-Natrium 59 2.0 68 2.0 88 1.3 54 0.55 55 0.80 55 0.80

Thlopcntal-Natrlum 34
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*Na- und Ba- Sa]ze vcrhaltcn snch cbcnso

TABELLE V

ERGEBNISSE DER QUANTITATIVEN BARBITURATBESTIMMUNG IN DEN PHARMA-
ZEUTlSCHEN PRAPARATEN A. B UND C

Pr aparal A Praparat B Praparat C
(Tlajl')(;e’ ,’5 )Pheua[:arlmal/ 70 0 mg Aprabarb:tal/ 50.0 mg Butabarbital/ (7'-333,23,:3& Barbitalf
Tablette Tablette
Tabl. Gefunden Tab/ Geﬁmden Tabl. Gefunden Tabl. Gefunden
Nr. ( me/ Tabl ) Nr., ( mg/ Tal;l ) Nr, (mg/Tabl.) Nr. ( mg/ Tal)l )
1 148 5 1 69. 55 1 50.60 1 56 40
2 149.0 2 70.50 2 51.00 2 56.20
3 149.0 3 71.00 3 50.80 3 56.00
4 150.8 4 70.90 4 49,70 4 56.15
S 151.0 5 70.80 5 51.00 5 57.20
6 150.5 6 70.15 6 49.80 6 57.50
7 149.5 7 68.90 7 49.90 7 57.10
8 150.2 8 69,60 8 50.40 8 57.05
9 149.5 9 69.80 9 51.00 9 56.80
10 151.0 10 70.20 10 50.60 10 56.70
11 149.5 1 71.50 1 50.30 1t 57.30
X" 149.8 70.30 50.46 56.76
sD** 0.89 0.685 0.38 0.532
VK*", % 0.60 0 97 0.70 0.94

X = Arlthmctlscher Mlttelwert
** SD = Standardabweichung der Einzelwerte.
*** VK = Variationskoeflizient.
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Die Untersuchungen ergaben, dass die K-, Na- und Ba-Salze der Barbiturate
keinen unterschiedlichen Remissionsgrad haben und somit zur direkten Messung
gleich gut geeignet sind. Dagegen erwiesen sich die Ammoniumbarbiturate zur direk-
ten Messung als ungeeignet, da sie wegen der Fliichtigkeit des Ammoniaks und ihrer
Hydrolyse tiber liingere Zeit nicht bestindig sind. Der Remissionsgrad der K-, Na-
und Ba-Salze ist dagegen bei allen untersuchten Barbituraten unabhiingig von der
Zeit, wie die in Tabelle 1V als Beispiel dargestellten Kaliumsalze zeigen. Die Verwen-
dung von ammoniakhaltigem Fliessmittel (wie Fliessmittel Nr. 2) bewirkt eine Am-
moniumsalzbildung, der Remissionsgrad bleibt jedoch aus den angegebenen Griinden
uber liingere Zeit nicht konstant.

Pharmaczeutische Prdparate

Die beschriebene Analysenmethode wurde zur Bestimmung des Barbituratge-
haltes in pharmazeutischen Pridparaten herangezogen. Die Ergebnisse und einige typi-
sche Chromatogramme sind in Tabelle V und den Fig. 1-3 zusammengestellt, und die
gute Reproduzierbarkeit ist ersichtlich.

Fig. 1. Diinnschichtchromatogramm von Aprobarbital und Butabarbital in Prdaparat B, Aprobar-
bital: AR = 44; Bahn 1 und 2: Vergleich: Bahn 3: Probe mit je 4.2 g Aprobarbital, Butabarbital:
hRy = 54: Bahn 4: Probe; Bahn 5 und 6: Vergleich mit je 5.0 «g Butabarbital. Laufmittel: Chloro-
form-Dioxan-Aceton-NH,OH (25%() (15:45:30:15).
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Fig. 2. Dunnschichtplatten der Priéparate B und C. Laufmitte! linker Teil: Chloroform-Dioxan—
Aceton-NH,OH (25%) (15:45:30:15); Laufmittel rechter Teil: Chloroform-Aceton (1:1). Bahn 1

und 2: Vergleich Aprobarbital: Bahn 3 und 4: Pridparat B: Bahn 5 und 6: Vergleich Butabarbital;
Bahn 10: Priparat C: Bahn 11 und 12: Verglcich Barbital.
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Fig. 3. Diinnschichtchromatogramm von Barbital in Priparat C. Auftragsmenge firr Probe und
Vergleich 5.7 yig. IR = 66. Bahn 10: Probe; Bahn 11 und 12: Vergleich. Laufmittel: Chloroform-

Aceton (1:1).
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ZUSAMMENFASSUNG

Eine Reihe von Barbituraten wurden nach Uberfithrung in ihre Na-, K- oder
Ba-Salze quantitativ auf der Kieselgelplatte nach der Reflexionsmethode bestimmt.
Durch die Salzbildung wird die Empfindlichkeit und die Genauigkeit der Bestimmung
erhoht, so dass bei Normierung der Arbeitsvorginge eine gute Reproduzierbarkeit
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gegeben ist. Durch ihre Einfachheit und Schnelligkeit ist diese Methode zur quantita-
tiven Barbituratbestimmung in pharmazeutischen Pridparaten besonders geeignet und
ldsst sich mit einer maximalen relativen Standardabweichung von 1 9§ gut reproduzie-
ren, was durch einige Beispiele bewiesen wurde.
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