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M&LICHKEITEN DER REAKTIONSCHROIMATOGRAPHIE, DARGE- 
STELLT AM BEISPIEL DES REAKTIONSCHROMATOGRAPHISCHEN 
NACHWEISES VON NITRAZEPAM (MOGADAN +) UND SEINER HAUPT- 
METABOLITEN 

H. SCHiiTZ 

An analytictll method ibr the detection oi‘ nitrazcpam and irs major rnctabolite.i 
is described. After sep:uxtion in the first dimension of t\\cl-dimensiontll thin-layer 
chroInato~rapI1~, the substances are deriwtized by trmtment with an acidified aqumus 

solution of TiCi,. By means of combined hydrolysis and reduction nitrazcpam and 
its metabolites m-e convcrtcd on the plate to reproducible derivatives. follo\ving a 
sche~nc that is also reported_ The subsequent separation in the second dimension 
pcrmits csact idrntification by \v:ly of R, values and Bratton-M at-shall detection. 
Amounts as Iow as 0.02 pg can be dctrctcd. The article rlcmonstratss the possibilities 
of rcaccion chromatography and aims to induce other :tpplications. 

EIXLEITUSG 

Nach diinmcl~ichtchrom~~togc~pl~ischcn (DC) Trcnnungen Iiegcn die ZLI unt2r- 

;uchendcn Substamen in der Regel unvrr5ndcrt vor und k&men als solche dir&t auf 
ier Plattr nachge~viesen oder aus deni Sorbens eluicrt wrrden. Einc Ausntthnle bilden 
eIbstvcrstr?ndIich Stot12, die I?usseren EinHti;sen geseniiber labil sind und beispiels- 
r&se durch Licht_ Wirmr. Luftsaucrstotf oder ungeeignete Fliessmittrl \mHnderr 
bwden. 

Brsonders bemerkensw-ert ist. dass zahlreiche sonst relativ inertc Substamen irn 
‘hernisorpt. d-11. beispielsurise in der aktiven Trdgerschicht des Sorptionsmittrls DC- 
ystcme. zu FolSeprodukten rcngirrcn kiinnen. die sich in verglrichbaren homogenen 
iisungrn nur iangsnm oder fiberhaupt nicht bidden_ WiIk und Mittlrbeiter’-3 nehmrn 
ei dcrttrtigen Reaktionen eine Bcteiligung des Triigermaterinls an drr Bildung drs 
lbergngszustandes an, wobei 2s durch die Chemisorption zu einer Versnderung der 
nersie des Grundzustandes kommen solI. Unsex rigenen Untrrsuchungen” legen 
:n Schluss nahe, dass sich bei Deriwtisierungsreaktionen im Chemisorpt viele der 
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m(iglichen Produkte in vergleichbaren Ausbeuten bilden. wahrend in homogenen 
f-iisungen ein bestimmter, kinetisch oder thermodynamisch besonders begiinstigter, 
Reaktionsverfauf bevorzugt ist. 

Auf eine pr5paratiue Nutzung des vorstehend ausgefi?hrten Sachverhaltes sol1 
hier nicht nr7fier eingegngen werden. Uns interessierte viefmehr die damit verbundene 
er!Ghte anafytische Aussagekraft. Die Ankvendung auf zahfreiche, mit Hiffe der kon- 
x-sntioncifen DC oft nur unzureichend Iii&are Trennprobfcme bestiitigtc in allen 
Ft?f!en die Gbcrraschcnd gute Bmuchbarkeit der Methodc_ 

PRiSZIP DER REAtiTIONSCHROhlXTOGRAPHIE 

Vor der eigentfichen DC Trennung wird das Untersucf~ungsmateriaf am Start- 
punkt mit Hiffc einer geeigneten Rezrktion derivatisiert. Die hierbei entstandenen 
Fofseprodukte trennt man anschfiessend durcfl Entwickefn der Plate. Falls die bc- 
trefknde Substanz dcr gav5hftc-n Deriv:~tisierungsretlktion zugt?ngfich w;lr_ erhslt 
man af diese Weisc sin “Derivatmustei’, dessen analytischer Aussagclvcrt erflebfich 
iiber dem riner Trennung van Reinsubstanzen fiqen kann. Oft ist diese IMethode so- 

p- der einzi_e gangbare Weg. um zu einer Unterscheidung rng ver~vnndter Strukturcn 
zu gefsngen. Zur Derivatisierung ist grunds5tzficf~ jede chemische Real&on geeignet. 
Bcsondcrs nutzbringcnd sind jedoch A+ 0%ntien hoher Sefektivit5t. So wiire t‘s zum Bci- 
spiel \venig sinnvofl, organische Substanzen mit Fluor zu bshandsfn. da hierbei das 
%IbstrtIt in der Rrgef viiffi_e zerstikt \vird. Auf der Suche nach geeigneten Dcrivati- 
sirrunsrerlgcnzicn iiberprllf-ten wir zahfreiche Miigfichkeiten. z-B_ Umsetzungen mit 

Chfor. Brom. Jod. Ozon. Sticksto%osidcn. WasserstotTperosid und pfiotochemischr 
Retlktionen unter UV-BestrtIf~fung_ 

BEISPIELE FijR DIE AX\VENDUSG DER RE.~liTIDSSCHROXIXTOCiR.r\PHIE 

Besonders bewghrtc sic11 z-B_ eine Bromierungsrcaktion bei dcr Untcrschci- 
dung dcr Barbitt:r:Ite5-6. Wir konnten zeigen. dass gest?ttigte Barbituctts beim B~gastx 

mit Brom am Startpunkt drr DL?nnschichtcfu-omatogramme keiner Drrivatisicrung 
zr:$ingfich sind, cyclisch IIngesSttigtc Barbiturate mr?simaf z\vei Folgeproduktc und 
in dcr aliphtttischrn Scitenkettr unges%ttigte Vertreter dicser Stotfkfasse drei odcr m&r 
Dsriwtr bilden. die sich dtinnschichtchromatographisch gut difkenziercn fasscn. Auf 
diese Weise konnten vieie der zur Zeit aufdem Arzneimittefmarkt betindficf~en (etiva 
27) Barbiturrrte in brfriedigender Weise unterschieden wcrden_ 

Einc Bromierung am Strtrtpunkt fi?hrte aucfl zu ciner Unterschcidung dcr 
Pyrazofons Phenyfbutazon und Prenitzon’. 

Oft Gihren schon eintkhr chemischc Kertktionen zu cincr cmptindlichcn N;K~- 
xcismiig!ichkeit. Im Rahmen der Analyse zahfreicher Benzoditlzepinderivate. die zur 
Zcit aIs Tranquifizer (z-B_ Chf~wdiazeposid (Librium ‘)_ Diazepam (Valium ‘)_ 
Nirrazrpam (IMogadan’). Chforazepzlte (Transifium ‘). h4edazeptIm (Nobrium’), 
Osazepam (Adumbran il. Prasiten 9~. Lorazepam (Tavor “) und Cfonazepam (Rivo- 
tril’) auf dem Arzneimittefmarkt sind. erzieften wir durch eine saure Hydrolyse auf 
drm Startpunkt der Diinnschichtchromatogrammr eine hinreichende Derivatisie- 
runs; da die hierbei entstandenen substituierten Benzophenone in chxakteristischer 

W&e mit Hilfe einer Diazotierung und anschfiessender Kupplun~~-‘” bz\\-. andere 
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Bruchstkke wie zum Beispiel Glycin” ksserst empfindlich nachgcwiesen werden 
k&men_ 

Eine Anwendung der Methode auf die Analytik dcr weit verbreiteten Pkwmnka 
Phenacetin” und Aminopyrin13 (Pyramidon “) bzw. deren _Metabolite sowie der 
Pestizide mit Nitrogruppen” wurde ebenfails mit Erfolg durchgefiihrt_ 

Uber reaktionschromatographische Untersuchungen bei Arzneimitteln berich- 
ten such Kofoed a o/_‘~* De Zeeuw und Wijsbeek“’ und Schmidt”. 

Nachstehend soil iibcr tine Methodc bcrichtct lverden. die es grcstattct, 
Nitrazcpam (Mogadan”) und seine H;~L~ptmetsbolitc~~ durch Kopplung VOII sawer 
Hydrolyse und Rcduktion mit Titnn( 11 I)chlnrid nls Derivntisierungsreaktioncn sicher 
und empfindlich nachzuweisen. 

HIOTRXNSFORMXTION VON NITRAZEPAM f XIOGADXN’) 

Fiir die Bicltrtlnst~,rmatiorl van Nitrazcpatn ist fjlgcndcs Sto!t~~cchsclschcma 

(Fig. 1) i~nz~~Iichnlc~~‘s-‘L. Die genamtcn Autoren konntcn zcigcn. dasr die Rcduktion 
dcr Nitrogruppe und die Acetylicrun= ‘T Ha~~ptmctabolisirr~~ngsschritte sind. Unver- 
Gdertrs Nitr:tz~p:nn ( 1) sowic das Hydrolyseprodukt 2-An;in~~-S-nitrob~~~~~~p~~~~~~~~l 
(5) treten Icdiglich als Ncbenmctabolite auf. 

klit drm Nacbwcis van Nitr:tzcpam und scincn Stoli‘\\-echselprt,dul;feii bettwen 
ii& zahireicbr Arbeitcn”-‘s_ 

Wichtigstes Untcrs~Ich~In~~~er~~~ilr~~~ ist dl We &- bz\v_ z\\-cidimcrl~ionalc DC 
~renntmg_ Im Rahmcn unserer Untersuchun~en konnten \vir zeigen. dass sine Kom- 
5ination van saurcr Hydrolyse und Reduktion im Shine eintx R~aktionschroIilt~to~ra- 
phic den Ausstlpewert und damit die Bewviskraft ekes z\\eidimcnsiontlen Diinn- 
;chichtchrc~mato~rnmmes bctrr7chtlich erwsitern kann. 
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RZAKT~ONSCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNCi VON NITRAZEPAM UND SEINEN 
HAUPTMETABOLITEX 

We einpngs erwshnt bilden sich nach unseren Beobachtrmgeen bei Reaktioncn 
at.tTdem Sorbens DC-Systeme viele drr miiglichen Drrivatr in vet-glcicbbarcn Ausbeu- 

ten. Setzt man die einzelnen Substanzen aufder Pltttte gleichzeitig einer sauren Hydro- 
lysc und einer Reduktion acts, so erht?lt mati nicht etwa nctr ein reduziertcs Hydrolyse- 
produkt. sondern neben der unveriinderten such noch die hydrolysierte bzw. die redu- 
zierte Ausgangaubstanz, sofkrn diese dcr betreffenden Rettktion zup5ngiich ist. 

Eine Auscahme bildet lcdigiich det- acetylierte Metabolit (3). bci drm die N- 
AceQ+Gruppe so hydrolysclabil ist. dass die Hydrolyse zutn pritn%cn :tratnatischcn 
Amin (2) strfs :tuch mf der Plattc qutlntitak verkiuft. 

In Fig_ 2-5 sind die bei den einzclnen Substanzen dcs Stoll~~ccl~sclscl~cn~~ts (Fig_ 
1) zu erwtrtenden Derivaw dargestellt. lediglich auf tine Erfassung dcs Mct.tbolircn 
(41 wtrdr vrrzichtet, da dirse Substanz nur in untcrgeordncten Kotizctilr~titioticti ttd- 

tritt und ausserdem als Konjugttt (Binduns der Hydrosvkruppc an Glucuran- odcr 
Schwefckiurc) bei den not-txtkn Trct~ntttlgsgt?n~ct~ oh&-cite xxwhcrigc saw-c odct- 
enzynatischr Hydrolyse nicht erGsst \vird“‘_ 

Ja NH2 
No2 c=o 

b 0 

C=N’ _ 

of 
Fig_ 2_ Derivatisierungsschema van Nitmztpam ( 1.3-Dih~tfro-7-nitro-5-ph~n~l-7n_IA-ben~l~~i- 
zepin-?-on)_ 
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(2) (6) 
Fig. 3. Dcri~~~tisirrun~ssscllcma VOII 7-Xnko-I .3-dil~~dro-5-pl~en?_l-1H-l.4-henzodi~~zcpin-’-on. 

(5) (6) 
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7-Amino-i _3-dil~~~dro-5-pl~en~l-~~-l.3-bcnzodiszepin-2-on (2): Eine Liisung 
\-on 0.5 g Substanz (I) in 30 ml 5O~.‘;jgcn Alkohols \vird durch Zugrtbe van 1 g MgO 
akllisicrt (pH 10). Zur Reduktion wird nach &cm witcren Zusatz van Z g Na&O, 
i&if@ dttrchgeschiittelt imd etwa 1 h aufdrm Wasserbad bci 50 erwSrmt_ Nach dem 
Abkiihlcn erfolgt zuniichst die Abtrennung dtr Hauptmenge an &hanol durch Des- 
riilicrcn im V;tlinttmrotations\crdampt~r_ Die vcrbliebenc \v%srigc Phase wird mit 
Methgl~nchl~~rid-Essi~~itr~ithi\-lcstcr (.?:I) ausgeschfittclt. anschliesscnd eng_t man 
den ab~e~rcnnkn organischcn Estrakt ebenftllls im Rurtttions\-~rd3n1inipf~r tin und 

krista:lisirrt aus .~?htmol urn (@be Kristztlle: Fp. 237-239 ‘)_ 
7-Acctamino-l_j-dih\;dro-5-ph~nvI-ZH-l_~-bcnzadiazcpin-2-on (3): Einc L<S- 

sung VOII 0.3 E Substanz (2) in 5 g Essi$iurctmhvdrid wird et\va 5 min auf 50-60 
erwirmt und anschksscnd in Eissvasser ab_rckiihlt_ Nach 1 h \\-ird das Rwktionspro- 
duk;t abtiltriert und mit &ha- ttusg_c~~~chen_ Umkristallisicrcn am Sylol-Dimcthyl- 
formamid (911) crgibt farblost Kristalls (Fp. 272-37-l )_ 

2-Amino-5-nitrubeuzophenon (5): Einc LGsung v011 0.2 g Substanz ( 1 ) in 6 ml 

h&sem Methtmol \\-ird nach Zusatz van 10 ml Z S HCI untcr Riicktiuss au1 dcm 
Wrtsscrbad (SO ) t’twa 2-C h erhitzt. Nxch dem Abk~hkn erfolgt cinc Ahtrawung 
durch Filtt-icren und ff mkristallisicrcn ;tus khanol (Fp. 141 )_ 

Z-S-Di~timinobcnzophcnan (6) I Einc Liis~tn, ‘2 vm 125 g Subst:mz (5) in 40 ml 
M~thttnol wird mit Pttlladium-Holz~olilc katttl~risch hxdt-icrt. Das Rohprodukt \vird 
durch Umkris~allisicrcn mts Benzol ~ereini~t (Ausbtxtc 0.5 g: Fp. 140-141 ). 

~Ilcrlxidik tkr r~~~iX-ri~~~r_~~f~t-~~i~rcrI~~r~~~~lii.~~~~~~~~i i-rcwiwrr_y_ Die Einteilung da- DC- 
Platts* erfolgt in da- flit- die z\~~idirn~nsiotl~Ilc iMcthode iiblichw Weisie. Am Start- 
punk; des Hauptfeldss a.ird das zu untersuchendc Material (z-B. Urinssrrakr) aufgc- 
tmgen_ Auf den b&den Ver~lricilrf~ldcrtl N, und N2 b&nden sich die &w9twn 
R~f~r~nzsttbst~tnzen (Ni~azcpam rrtld %lctabo1itcn) &wnt~~ll~ auf &I- Startlink_ Die 
Plrtttc \\ird tiitti in de- c‘rs;lt’n L:tuliichrung mit dcnz ~licssmitrcls~stcm knzvl- 

Iwprc~p3nol-Amn;utiinL (25 :t;,) (SO:20 I 1 ) cm\\-ick& und anschliessend griindlich 

abgeMtct_ Die Ent\vicklung in dcr t’t-stt‘n Dimension lxxvirkt sowah1 cite Twnnung 
der cinzelncn Bcnzodiazepine bz\v_ Btx~zoph~non~ als such tint Abtrcnnung gxg-cn- 
Gbsr den z-B_ in Hwnpt-oben zahlt-rich wt-trtxr‘nt’n physialogischcn B ~rzI~itsitbstatiz~ti_ _ 

die aufirund ilrrer nit5sr polarcrcn Svukturcn in dcr Niihc dcs Startpunktcs vcrblei- 
hen. 

Es folg_t tnttl die cigentliche D~ri~3tisi~run~sr~~t~t~l~tl_ tlictxt dcckt man das 
Chromatofr:tmm mit Glxsplrrttcn so zu. dass lcdiglich ditlf in Fig_ 7 schratticrt gt‘- 
zcichnetcn KicsrIg_eIstrt5fen frei blcibcn und sprfiht dicse Sck;torcn unta- dcm Abzug 
mit swt-et- Titan( III)chIorid-Liisttng tin (Ma-ck : Art. MK307). Dicscs Reqens he- 
wirkt nichr nur einc Rcduktion_ sonda-n such cinr Hydrolyse_ \VIX~~ man das Chroma- 
togr:tmm tmschliesssnd mit einem Glas = 4cichrr Griisw hedeckt utld im Tt-ockn- 
schrank etwt 10 min auf‘ lC0 erhitzt. Die Deckplttttc wird nun etnfknt und das 
D~nnschichtcllrtn~~t~~~~r~t~~nl fiir wcitere 5 min bei dw ange~cbctwn Tempcrrttur be- 
lassen. urn die Bbcrschfissigc Fatchtigkeit at etdxtwtx Danach stellt m:m die ttbge- 
kiihltc DC-Plarrc etwa 3 min in cinc Kammer. die Ammani3kdt?mpt~ enrh5lt (Bcchcr- 
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gias mit ctw:‘;ls ZS~~$gesr Ammoniakliisung aul~ dtlrn Boden dct- Katntnet-). wobei die 
entstandenen Amine wn dcr Salzfonn in die freien Basen iibcrffihrt wet-den. Nach 
kurzcn~ AblXten f&-t die Entwicklung in dcr zwiren Laufrichtung. \vobci sich das 
fiir die crste Dimension tnityteilte Flicssriiittelsystcnl cbenfalls bcwiihrt hat. Bci 
dicscr Vcrfnhrertswcisc txlindcn sick ullc Substrtnzen die der Deri~,~ltisicrun~sreal;?ion 
nicht zttgiinglich waren auf det- Diagonalen dcs Hauptfeldes (kleinere Abweichungm 
van dieser Reze! kmnmen dadurch zustande, doss sich die Aktivitsit des Sorbens durch 
die Pcl3uipltlatioileli z\vischen den bcidcn Tretmschritten et\vas verrindern kann). Die 
reaktionschromatogl-nphis~h~ Trennung ist IILIII ~~llzogm und die Plattc \vit-d unter 
deni Abzug ~errocknct_ 

McrlzotliX tier- ~Vuc-/zwYs~~s_ Zutn N:~ch\v&s dereinzelncn Dcrivatc \vird das Chro- 
matogrmnn~ in eine Kamtner febt-xht_ die nitrose Gase (darunter N103) enthiilt 
(Bechcrglas init w. 2O~.~,,igtx- \vr?ssrigcr N~irriumnitritlii~iiii~ in der Kammct-; durch 
cinc &Tnung itn Dcckcl dcr Katnnwr tnit cinct- Pipette 5-10 ml 25 y’:,ige Srilzsziure 
ztttliessen lassen). 

Hkrbci crl3lgt ~5hrcnd cincr Vcr\vcildaucr van 3-5 tnin die Diazotirrttns dct- 
pritkirm x-mxttischcn Atninogtxtppcn. Nxch den1 t!ct-ausnchtwn der DC-Plattr-- kisst 
tn:tn die anhaftendcn nitrosen Case unter dan Abzug viillig abdmptkn (ct\va 30-45 
min; Gsruchapmbc). B&m Kuppeln :LII Br:tttnn-~,l:trsh:lll-Rc:lc‘ns”l (Bcsprtihrn mit 
ciner Likung van 1 g N-( I-Naphthvl)-~~l~~l~t~diamin in 50 ml t~imerh~lt~~rrnr~~~id 
~ttxi 58 1111 4 IV Salzsr?ttt-e) bildcn sich pttrpttrrote ~ttv_i .. tokttc Frtrbtiinungen :tus 
( Eri~~ssun~s~renze his %LI ct\w 0.02 !tg pro Fleck). 

Fig. A LHI~ 7 mir den :tttst‘iihrlichen Abbildttn~slc~endcn \~t~anschauliclleil 

Fig.. 6. Z\~eidimensionrtlc DC Trennung det- Substamen ( 1). (1). (3) und (5) ohnr Derivnrisierungs- 
reakion. Fliessmittel fiir bride Laufrichtungen: BcnzoI-lsopmpttnoi-=~~~~~~i~~~~i~t~ (7-5 f6). (S0:20:1 )I 
aufstei~cnde Methotler K;itumcrsrTttigttnS. 
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unsere Ergebnisse. ES diirftc deutlich zu srkennen s&n_ dass es mit Hilt-c der reaktions- 
chromatoerr~p!iisch~n Methodik mi5glich \vird. den Aussnge\\ert vcw Diinnschicht- 
chromatogrammen unter vertretbarem zutitzlichem Arbeitsrwf‘\\-und wcsentIich zu 
steigern_ Die hier mitgeteihe Arbcits:wise sollte nicht nur als kitrag zur Analyri!; 
dcr Benzodiazrpine vtrstunden wcrdenr \vir hotkn dariiber hinaus. dass sic :~~~fJisscs 

relativ ntue Gebiet d-;lnnschiehtcllr~~~~~~t~~~r~~pf~i~c~~er An\~endun~_t;bereicile ;lufmerk- 
stlm macht und Anresungen \-crmittclt. die ZLI einem Einsatz der R~ahrticln?;chronla- 

rographie atrch bei andcren Probl~n?st~ll~~n~~~i ffihr~~~_ 

ES wird einc Anal_vsenmt\tkodt’ ZUIII Nxhwcis \‘t>n Nitr;tzep;tm t111tf seiner 
Metaboliten rnitgercilr. Notch der Trennung in dcr erstcn Laufrichtung z\\cidimensio- 
ntller Diinnschichtchromatographie lverden die Substanzcn mit Hilt> v’on TiCI,_ &s 
m Cissrrger saurer LBsung Anwxdung findet. derivatisiert. Durch einr kombiniertc 

HpdroIyse und Reduktion kverden Nitrazcpam und seine Metaboliten auf der Piatte 
reproduzierbar in Derivate iibcrf6hrt. die sich nach eincm ebentXls nlitgeteiltcn S&e- 

ma bildcn. Dir ztnschlkssende Trcnntmg in dcr zwcitcn Dimension gsstattet zinc se- 

naue Zuordnung mit I-Me der R,-Werte tmd der Reaktion nxh BrattoIl-~1arshrtII. 
Die Nachweisgrenze betriiigt O.O2,q_ Dcr Beitrag so11 die M6gIichkeiten dcr Rtik- 

tionschromatographie tmfieigen und zu weiteren Anwendun~en anregen. 
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