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Note 

Gaschromatographische Bestimmung von Hexobarbital und seines Metabo- 
liten aus biologischem Material 

HEINZ STEINBACH und WILHELM GIELEN 

Phammkologisches Institttt der Universitct K&I, GIeueler Str_ 24, D-5000 KZht (B.R.D.) 

(Eingegangen am 6. Dezember 1976; gmderte Fassung eingegangen am 31. M&z 1977) 

aber die gaschromatographische (CC) Bestimrnung von Hexobarbital und 
anderer Barbiturate ist in den letzten Jabren mebrfach berichtet worderW. Die 
Autoren hestimmten das Hexobarbital nach der Extraktion aus biologischem Material 
mit Petro&ther-Isoamyialkohol (iOO:lS), eine Extraktionsmethode, die such zur 
spektrophotometrischen Bestimmun, 0 von Barbituraten vielfach verwendet wird3s4. 
Bei diesem Verfahren verbleibt der Metabolit, in diesem Falle die 5-(3’-Oxocyclo- 
hexen-1-yl)-3,5_dimethylbarbitursWre (3_Ketohexobarbital), weitgehend in der w&s- 
rigen Phase. Nur etwa zwei Prozent des metabolisierten Barbiturates fanden wir in 
der organischen Phase. Allerdings geht dieser geringe Anteil mit verdoppelter UV- 
Absorption in die Gesamtextinktion ein. Aus der wgssrigen Phase konnten wir durch 
mehrmalige Chloroformextraktion den Metaboliten nahezu quantitativ gewinnen. 
Bei der Extraktion mit Essigs&ue&hyIester wird der Metabolit nur unvoIlst&dig er- 
fasst, die besten Resultate werden mit Chloroform erzielt. 

Die hier beschriebene Methode ermaglicht die Best&mung der Pharmako- 
kmetik des Hexobarbitals nicht nur durch quantitative Ermittlung der Abnahme des 
Hexobarbitals sondern such durch gleichzeitige quantitative Ermittlung der Zunabme 
der Metabolitenkonzentration im biologischen Material_ 

MATERIAL UND METHODEN 

Die Reagenzien wurden teils von Merck (Darmstadt, B.R.D.), von Serva 
(Heidelberg, B.R.D.) und Synochem (Hambur g, B-R-D.) bezogen. Hexobarbital und 
Hexobarbital-Na (Evipan@) waren Geschenke der Bayer A.G. (Leverkusen, B.R.D.). 
Alle Reagenzien waren analysenrein bzw. entsprachen den Anfordenmgen des DAB 7. 

5-(3’-Oxocyclohexen-l-yl)-3,5-dimethylbarbiturtiure wurde nach der Vorschrift 
von Tsukamoto et aZ.5 dargestellt: Schmelzpunkt 160-161”, 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazon : Schmelzpunkt 229”. 

M&nIichen Ratten (200-300 g) wurde 75 mg/kg Hexobarbital-Na in 0.9 % 
NaCl i-p. verabreicht. 50 min nach der Applikation wurde 0.5 ml Blut sublingual ent- 
nommen, mit 3 ml 0.9 ‘A NaCl verse&t und nach der Zugabe von 50 ~1 (SO pg) Pento- 
barbital als intemer Standard wurden die Erythrozyten in 10 miri bei 25OOg her- 
untcrzentrifugiert. 3 ml des aberstandes wurden dann mit 0.5 ml 4 N HCl versetzt 
und nach der Zugabe van 4.ml Chloroform ausgeschWelt. 3.5 ml der Chloroform- 
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phase wurden entnommen, 3 ml 0.2 M Na-Borat-O.1 N NaOH-Puffer @H 10) wurden 
hinzugegehen Lund emeut ausgeschiittelt. Aus der w&rig-alkalischeu Phase wurden 
dann, nach dem Ansguern mit 1 ml 4 NHCI, das Hexobarbital und der Metabolit wieder 
in 5 ml Chloroform iibernommen: Die Chloroformphase wurde iiher wenig Na,S04 
getrocknet und zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 5 ~1 Aceton aufge- 
nommen, davon wurde 1 pl zur GC verwendet (s. Fig. 1). 

Die GC wurde an zinem Hewlett-Packard 5700 A Gaschromatographen, aus- 
geriistet mit einem Flammenioaisationsdetektor (FID), durchgefiihrt. Die Slule war 
aus Edelstahl, sie hatte die Abmessung I6 in. x l/8 in., sie war geElIt mit 10% 
Silicongummi UCW 982 auf Chromosorb W-HP (SO-100 mesh). Beide PrZiparate 
wurden von Hewlett-Packard (Avondale, Pa., U.S.A.) bezogen. Die TrZigergasmenge 
betrug fiir Stickstoff 30 ml/m& fir Wasserstoff 24 ml/min und f-r Luft 250 ml/min. 
Die SIuIentemperatur blieb bei 170” konstant, die Injektortemperatur war 250”, die 
Detektortemperatur betrug ebenfalls 250”. Ein Gaschromatogramm mit Testsub- 
stanzen nach diesen Bedingungen zeigt Fig. 2. 

Die quantitative Auswertung erfolgte aus einer Eichkurve, die nach Zugabe 
von gleichen und unterschiedlichen Mengen Hexobarbital und 3Xetohexobarbital 
zum BIut und nachfolgender Aufarbeitung in der beschriebenen Weise erhalten 
wurde. Dabei ze&e es sich, dass bei Verwendung eines FID, nach Ausmessung der 
Peakhiihen Mengen von 5 pg bis zu 300 peg des Hexobarbitals und des 3Xetohexo- 
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Fig. 1. Gaschromatogramm des Barbituratextraktes aus dem Blut, 5Omb nach i.p. Applikation. 
I = Pentobarbital, als intemer Smdard; 2 = Hexobarbital; 3 = 3-Ketohexobarbital. 
Fig. 2. Gaschromatogramm van F?arbituraten nach Angaben in Text. 1 = Pentobarbital; 2 = Hexo- 
barbital; 3 = Phenobarbital; 4 = 3Xetohexobarbital. 
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barbitals erfasst werden k&men. Die GC Darstellung des Verh%iltnisses van Hexo- 
barbital zu 3Xetohexobarbital entsprach im angegehenen Konzentrationsbereich 
stets den vorgegebenen Mengen (s. Fig. 3). 

relative Peakhohe 

Fig. 3. Peakhche in Relation zurn intemen Standard (Pentobarbital), mit Naerungsstandardabwei- 
chung der Mittelwerte von 2 GC Bestimmungen von je 2 Blutproben je Dosiswert. -, Hexobarbital; 
-, 3-Ketohexobarbital. 

DISKUSSION UND ERGEBNISSE 

Die hier bcschriehene Methode erlaubt die schnelle, quantitative und gleich- 
zeitige Bestimmung des Hexobarbitals und such seines haupts%hlichsten Metaboliten, 
der 5(3’-OxocyclohexenyQ-3,5dimethyIbarbiturs%ure (3Xetohexobarbital). Die Mit- 
nahme eines intemen Standards enn6glicht die quantitative Auswertung- Durch 
Standardisierung der Aufarbeitungsmethode k6nnen im Blut, im Leberhomogenat 
oder im 9000 g ubcrstand eines Leberhomogenates die Konzentrationen beider Ver- 
bindungen bis hinunter zu 5pg bei Verwendung eines FID hestimmt werden. Die 
Wiederaufnahme der Stoffe aus der organischen in die wassrige Phase hci alkalischem 
pH bewirkt eine weitgehende Abtrennung stiirender Begleitstoffe. Wegen der geringen 
Fliichtigkeit der zu anaiysierenden Stoffe eignet sich eine kurze S5ule. Eine Derivati- 
sierung der Substanzcn ist nicht erforderlich, sie tide den z&lichen Aufwand er- 
hijhen, ohne das Resultat zu verbessem. 

Bei der hier beschriehenen Met&ode wird zum e&en Ma1 der Metabolit mit- 
erfasst, so dass die pharmakokinetischen Daten nicht allein aus der Abnahme des 
Hexobarbitals ermittelt werden k6nnen. Ein entsprechendes Verfahren ist unscres 
Wissens bisher nicht beschriebcn worden. Die Abnahme an Hexobarbital entspricht 
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Fig. 4. UV-Absorptionsspektren des Hexobarbitals und der 3Xetoverbindung. Konzentrationen 
jeweils 5 x 10B5 M. -, Hexobarbital; -, 3Xetohexobarbital; (a) in &hanol, (b) in 0.8 M Phos- 
phafpuffer (pH II), (c) in 0.5 N NaOH. 

in dem hier untersuchten Konzentrationsbereich einer Iquivalenten Zunahme an 3- 
Ketohexobarbital. Gegeniiber der W-Absorptionsmethode entfsllt die Interferenz 
des nicht restIos entfemten Metaboliten, der zwar nut mit 2% in den PetroEther- 
Isoamyktlkohol (fOO:lS) eingeht, aber durch die verdoppelte UV-Absorption unver- 
hTdtnism%sig stark die Gesamtextinktion heeinfiusst (s_ Fig. 4). 
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