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Barbitürik Asit Türevlerinin İ drardan İ zolasyonları  ve İ nce 
Tabaka Kromatografisi İ le Semikantitatif Tayinleri 

Identification and Semiquantitative Determination of 
Some Barbiturates in Urine by Thin-Layer Chromatography 

M. GÜLEY - N. VURAL - T. SOYLEMEZOGLU - A. E. KARAKAYA (*) 

Barbitalin ilk defa 1903 y ı l ında uyku ilac ı  olarak kullan ı lmas ı  
ile barbitürik asit türevlerinin sentezi h ızla artmış  ve 1962 de sayı -
ları  2500 ü bulmuş tur (10). Hipnotik, antikonvülzan, narkotik veya 
diğer ilaç guruplar ı  ile kombine şeklinde geniz bir tatbik sahas ı  
olan barbitüratlar ın dünyada kullanma miktarlar ı  gittikçe artmak-
tadır (7). 

Molekül yap ı lannda siklik diüreid (malonilüre) halkas ı na sa-
hip olan barbitürik asit türevleri ancak C5 de hidrojenler yerine R, 
ve R2 gibi alkil veya aril guruplar ın ın girmesi ile biyolojik aktivi-
te kazan ırlar (8). R ı  ve R2 den ba ş ka R3 ve X radikallerine göre de 
anestetik, hipnotik, antikonvülzif özellikleri ve etki süreleri de ğ iş ir. 

Barbitüratlar organizmada k ısmen metabolize olurlar. Kendi- 
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lerinin ve metabolitlerinin idrarla at ı lma, miktar ve h ızları  her bar-
bitürat türevi için farkl ıdı r. 

Örneğ in Phenobarbitalin %10 - 35 inin de ğ iş meden idrarla at ı l-
dığı  ve organizmada bir hafta veya 10 gün kalabildi ğ i tesbit edil-
miş tir (12). Biyolojik materyalden izole edilen birçok barbitürat 
metabolitlerinin strüktürleri infrared (IR) ve kütle spektrumu me-
totları  ile ayd ınlat ı labilmiş tir (2). 

Barbitüratlar, gerek adli t ıp ile uğ ra şanlar ı  ve gerekse toksi-
kologları  ilgilendiren önemli bir ilaç gurubudur. Birçok memleket-
lerdeki kazaen meydana gelen zehirlenmelerde ve intihar olaylar ı n-
da barbitüratlar birinci veya ikinci s ı rada yer almaktad ırlar (13). 
Bu nedenle de zehirlenme ve ölüm olaylar ı nda toksikologdan biyo-
lojik materyalde barbitüratlar ın aranmas ı  istenir. 

Diğer taraftan barbitüratlar bugün al ış kanl ık yapan ilaçlar ın 
ba şı nda gelmektedir. Barbitürat suistimali dünya çap ında bir önem 
ta şı maktad ır ve primer veya sekonder al ış kanl ık yapan ilaçlar 
«addiction drugs» olarak tehlikelidirler (4). Alkol, opiatlar, sente-
tik narkotikler gibi diğer al ış kanl ı k yapan ilâçlarla birlikte kulla-
n ı lmalar ı  olağandı r (7). 

Iptila durumunda devaml ı  olarak yüksek doz kullan ı lmas ı  ne-
deni ile organizmada biriken barbitürat metabolitlerinin bilinmesi 
gerekmektedir. 

Müptelâlar en çok Phanadorm, Medomin, Amytal, Pentobarbi-
tal ve Seconali tercih ederler ve bu ş ah ı slar normal tedavi dozunun 
20 misline tahammül edebilirler (7). 

Hangi nedenle olursa olsun, zehirlenme olaylar ı nda barbitürat-
lar ın biyolojik materyalden izolasyonlar ı , tan ınmalar ı  ve miktar 
tayinleri toksikolojinin önemli bir konusudur. K ı sa zamanda has-
sas ve kesin sonuca varmak gerekir. 

Ara ş t ırmam ızda, memleketimizde kullan ılan barbitüratl ı  ilaç-
ların (3) aktif maddeleri olan Barbital, Pentobarbital, Pher ıobarbi-
tal, Phanadorm ve Itobarbital ile çal ışı lmış tır. Kendi laboratuvar ı -
m ız şartlar ında yap ı lan bu ara ş t ı rmay ı  3 k ı sımda topl ıyabiliriz : 



Batibifürik Asit Tiirevierlinn idrardan izolasyonlari ve İnce Tabaka 

Kromatografisi İ le Semikantitatif Tayinleri 

1. Yukarda ad ı  geçen barbitüratlar ın idrardan izole edilerek 
İ .T.K. de teşhisleri 

2. Semikantitatif tayinleri 

3. Phenobarbitali normal dozlarda alan, normal ş ah ıslarda 
bu maddenin idrarla eliminasyon h ı z ının araş t ı r ı lmas ı . 

MATERYAL ve METOD 

1. Saf aktif maddeler (Metanolde %0,1 lik) 
Barbital (Dietil barbitürik asit) 
Phenobarbital (Etilfenil barbitürik asit) 
Pentobarbital (Etilpentil barbitürik asit) 
Phanadorm - ( İ pnos) (Siklohekzenil etil barbitürik asit) 
Itobarbital (Allil isobutil barbitürik asit) 

2. Püskürtme reaktifleri 

a — 0/02 HgNO 3  (%1 HNO3 'te) 

b — %0,1 Rhodamin - B (Etil alkolde) 
Kullan ı lmadan önce (a) ve (b) e ş it hacimde karış tı -
rı hr. 

— %0,04 Flouresceine (Etil alkolde) 

3. Developman çözeltileri : 

a — (Kloroform+absolü Etanol + %25 NH3) : (50+40+10) 
b — (Kloroform+Aseton+ %25 NH3) : (40+72+8) 

4. DESEGA ince tabaka kromatografisi ( İ .T.K) tak ım ı  

5. Mikropipetler (0,02 mrlik) 

6. Ultraviyole lambas ı  (366 nm) 

7. Adsorban tabaka 
Silicagel-G (İ .T.K için)-250 m Eı  (Stahl'a göre aktive edilmi ş ) 

8. Santrifüj ve 100 ml'lik tüpleri 

9. Sitrat tamponu (pH 2,2) 

10. Aktif kömür (Hayvansal) 
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TEKNİK : 

Barbitüratlar ın idrardan izolasyonlar ı  için Mule taraf ından 
kullanı lan ekstraksiyon metodu baz ı  küçük değ iş ikliklerle tatbik 
edilmiş tir (9). 

Ayrıca klorofor-m faz ına geçen yabanc ı  maddelerin uzakla ş t ı-
rılmalar ı  için aktif kömür kullan ı lmas ı  uygun görülmü ş tür. 

20 ml idrar, 10 ml tampon (pH 2,2) ve 15 ml kloroform ile cam 
kapakl ı  erlende 15 dak. çalkalamr. Santrifüj tüpüne aktar ı larak 
1500 r.p.m. de 30 dak. santrifüj edilir. Ayr ı lan kloroform faz ından 
sonra, ayn ı  iş lem 15 ml kloroform ile tekrarlan ır. Birleş tirilen klo-
roform fazlar ı  500 mg hayvansal aktif kömürle 5 dak. kadar çalka-
lanarak süzülür ve oda temparatüründe uçmaya terkedilir 

a) Kalitatif analiz için; metanolde çözülen bakiye Silicagel-G 
tabakas ına tatbik edilmi ş , developmandan sonra tan ınmaları  için 
şu renk reaktifleri kullan ı lmış t ı r : 

I — HgNO3; Barbitüratlarla beyaz lekeler meydana gelir. 

II — (Rhodamin—B+HgNO3); önce HgNO 3, sonra (HgNO3+ 
Rhodamin—B) püskürtüldü ğünde barbitüratlar konsantrasyon ve 
barbitürat cinsine gĞ re pembe - viyole aras ında değ işen renk gös-
terirler (1). 

III — Flourescein; HgNO3'dan sonra bu renk reaktifi püskür-
tülürse, barbitüratlar sar ı  - aç ık ye ş il renkli lekeler halinde beli-
rirler. 

b) Kantitatif tayin için; önce standart barbitürat çözeltileri 
hazırlanmış  ve bunlardan 0,02 mi de 2, 5, 10, 20 40, 5011g (Mikro-
gram) olmak üzere Silicagel-G adsorban tabakas ına tatbik edil-
miş tir. Elde edilen lekelerin alan ı  milimetrik kağı tla bulunarak 

S'e (leke alan ı  mm2) karşı  log C (p, g konsantrasyon) al ınarak bir 
grafik çizilmiş , konsantrasyon hesaplar ında bu linear kurv'dan fay-
dalan ılmış tır (11). 

Ayrıca Pentobarbital ve Phenobarbital saf aktif maddelerin-
den belirli miktarda idrara ilave edilerek, ekstraksiyona tabi tutul-
muş tur. Yukar ıdaki tatbik şartları  uygulanarak; ayn ı  konsantras-
yondaki alanların karşı laş tı rılmasından, ekstraksiyonla elde edilen 
verim hesaplanm ış tır. 



(T`ablo:I) 

Bazı  developman çözeitileri ile elde edilen R değerleri 

Barbitürik Asit Tiirevierinin Idrardan Izolasynnian ve İnce Tabaka 	:.99 
Kromatografisi İle Semikantitatif Tayinle ıl 

Phenobarbitalin organizmadan at ı lış  hızını  takip etmek , 

için; daha önceden ilaç almam ış  iki normal şahıstan idrar al ınmış  
(boş  nürnune) ve saat 20.00 de a ğı zdan 100 mg Luminal verilmi ş tir. 
İ lk 12 saatlik idrar topland ı ktan sonra, 24. 48. saatlerde olmak üze-
re 12 gün idrar toplanm ış  ve böylece her ş ahıstan elde edilen 14 id-
rar numunesi ayr ı  ayrı  ekstraksiyona tâbi tutularak İ .T.K ile Phe-
nobarbital aranm ış tır. 

BULGULAR ve TARTIŞ MA 

1) Ş ekil (1) de saf aktif maddelerle elde edilen kromatograna 
görülmektedir. Kullandığ nmz bu beş  tip barbitürat için gerek asit; 
gerek nötral karakterde (9) birçok developman çözeltileri denenmi ş  
ve fakat (kloroform+aseton+amonyak) kar ışı mında, polar çözücü 
olarak aseton yerine hacmen %40 oran ında etil alkol kullanılması  
ile en iyi sonuç elde edilmi ş tir. Saf maddelerle çal ışı ldı 'g'ında, renk 
reaktifi olarak yaln ız HgNO3 veya Rhodamin B (1) ve Flourescein 
ile (5) kombine edildiğ inde : Rhodamin B, hem hassasiyet (2 u, g'dan 
aş ağı ) ve hem de renk kal ıcı lığı  bakımından daha üstün görül-
müş tiir. Rhodamin B'nin kafeinle de reaksiyon verdi ğ i tesbit edil-
miş , fakat renk tonu daha aç ık pembe olup, duyarl ık çok düşük 
bulunmuş tur (10 p. g civar ında). 

Barbitürat Rft Rft 

Phenobarbital 0,45 0,28 
Barbital 0,59 0,30 
Phanadorrn 0,66 0,32 
Itobarbital 0,68 0,38 
Pentobarbital 0,78 0,48  

Rfi = (CHCI3 EtOH ± %25 NH3  : 50+40+10) ile elde edilen 

Rf2 (CHC13 Aseton + % 25 NH3  : 40+72+8) ile elde edilen 

2) Ş ekil (2) de 200 mg Luminal enjekte edilmi ş  bir hastadan 
ilk 24 saatte toplanan idrar ekstraktm ın kromatogram ı  görülmek-
tedir. Ş ekilden izleneceğ i üzere Rhodamin B ve Flourescein ile pa- 
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ralel yap ılan bu çal ış mada, Rhodamin B ile Luminal'den ba ş ka bir 
leke daha elde edilmi ş tir. Reaktif püskürtmeden önce bu lekeler 
UV'de çok kuvvetli mavi floresan görüntüler vermektedir. Bunlar ın 
normal idrar kompenenti olmas ı  gerekir. (Çünkü bo ş  idrar nümu-
nesi ile de ayn ı  lekeler görülmektedir.) Flourescein veya yaln ız 
HgNO3 kullan ı ldığı nda gün ışığı nda bu lekelerde renklenme görül-
memi ş tir. Bu bize Rhodamin B'nin di ğer normal idrar metabolitleri 
ile de renk verebilece ğ ini göstermektedir. Ekstraksiyon i ş leminde 
aktif kömür kullan ı lmadığı nda Rhodamin B ile renk veren birçok 
lekelere rastlanm ış t ır. Bu nedenle biz önce HgNO3 ve arkadan 
(Rhodamin B HgNO3) püskürtmeyi uygun bulduk. 

Bilhassa diğer barbitüratlar veya metabolitlerini ay ı rmada, bu  

na gerek görülmü ş tür. 

3) Ş ekil (3) te çe ş itli konsantrasyonlarda haz ı rlanm ış  Pento-

barbital ve Phenobarbital ile elde edilen kromatogram, ş ekil (4)'de 

ise, leke alan ı  ile konsantrasyon ba ğı ntısma göre bulunan grafik 

görülmektedir. 

Ilâve edilmi ş  belirli miktardaki saf aktif maddelerle, idrardan 

ekstraksiyondan sonra elde edilen V alan karşı laş tı rmalar ına 

göre verim Phenobarbital ile % 86,8, Pentobarbital ile % 92,1 bu-

lunmuş tur. Mule (9) radyoaktif karbonla i ş aretlenmi ş  Pentobarbi-

tal ile bu verimi 9/0 86 bulmu ş tur. Aktif kömür ilâvesine rağmen ve-

rimin iyi olduğu görülmektedir. 

4) Ş ekil (5) te oral yolla al ınan Luminalin, idrarla at ı lma 
müddeti görülmektedir. Kromatogramda ilk 4 günlük sonuç veril-

miş tir. kiraz- toplamaya 12 gün devam edilmi ş tir. Uzun etkili Phe-

nobarbitalin bir haftadan daha uzun süre organizmada kald ığı  çe-
ş itli araş tırıcı lar taraf ından tesbit edilmi ş tir (12, 6). Burada her iki 
şahı sta elde etti ğ imiz sonuçlar literatürle uyu şmaktad ır ve bunun 
İ . T. K ile te şhis edilebileceğ ini göstermektedir. Kulland ığı = me-
todun 211 g Phenobarbitale hassas olmas ı , litrede 0,1 mg Phenobar-
bitalin idrarda te şhis olanağmı  sağ lamaktad ır. 
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1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	B 	9 	10 	11 

(Ş eki1:1) 

Çeş itli saf barbitürat ve preparatiann ın 1.T.K, ile kromatogramlar ı  

1 ve 11 — Sudan 111 

2 — Barbital - 10 1A g 

3 — Medine! 

4 — Phanadorm - 10 g 

5 — Ipnos 

6 — Itobarbital - 10 p, g 

7 — Phenobarbital - 10 p, g 
8 — Luminal 
9 — Pentobarbital 10 ri g 

10 — Nembutal 

Absorban tabaka : Silicagel-G 
Developman çözeltisi : (CHCI 3  + EtOH + %25 NH 3 ) : (50+40+10) 
Renk reaktifi : a ) %2 HgNO3  

b) ( %0,1 Rhodamin B 	%2 HgNO3 ) 



1 2 	3 

  

I 1 1 

  

■•■■•• 	 rıgegmm..0 	 elm,■■■ emme.. wıı •wwıı 	 ■■•=wana. 

o C) o 

4 	 5 	6 
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(Ş ekil:2) 

200 mg Lumlnat enjekte edilmiş  bir hasta idrarmda Lumlnal tesbitint gösteren kromatogram. 

1 — Boş  idrar 

2 — Luminal 10p,g 

3 — Hasta idrar ı  ekstrakt ı  

4 — Boş  idrar 

5 — Luminal 10/ig 

6 — Hasta idrar ı  ekstrakt ı  

Adsorban tabaka : Silicagel-G 

Developman çözeltisi (CHCI 3  + EtOH + %25 NH3 : 50+40+ 10) 

Reaktif (1) : a ) %2 HgNO3  b) %0,1 Rhodamirı  B 	%2 HgNO3  

Reaktif (11) : a ) %2 HgNO3  b) %0,04 Flourescein 



Barbittirik Asit Türevlerinin İ drardan izolasyonlart ve Ince Tabaka 	103 
Kromatografisi Ile Semikantitatif Tayinleri 

1/~.... •••■• 	arar. 

Pentobar bi tc..:1 
c) Q 	e:D 0 

Lurni na t 
0 0 a O C3 

1 	2 	3 	4 	5 

(Ş  ekil: 3) 

Phenobarbital ve Pentobarbitalin muhtelif konsantrasyonlardaki kromatogrann 

1 — Lumina ş  ve Pentobarbital- 2 pg 

2 — » » » - 	5 p, g 

3 --- » » » - lOgg 

4 -- » » » - 20 p,g 

5— » » » - 40 gg 

6 — » » » - 50p,g 

Adsorban tabaka : Silicagel -G 

Levelopman çözeltisi : CHCI 3 	EtOH + %25 NH3  : 50+40+10) 

Reaktif : a) % 2 HgNO3  ve b) %2 HgNO3 + %0,1 Rhodamin B 

Tatbik miktar ı  0,02 mi 



5 6 7 1 0 1 1 

Log C 

A Pent obar bitai 
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(ş  e k 1 1 : 4 ) 

I.T.K. Ile Pentobarbital ve Phenobarbitalin sendkantitatlf taylnlerl (saf aktif maddelerle) 

VS : Kromatogramdaki leke alan ı n ı n karekökü (milimetre kare) 

log C: Konsantrasyon logaritmas ı  (mikrogram) 
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( Ş ek11:5 

100 mg Luminal alan bir ş ahısta idraria elimine edilen 

luminalin muhtelif periyotlarda I.T.K. Ile elde edilen kromatogram ı  

1 ve 9 — Sudan III 

2 — Luminal (saf aktif madde 20 p,g) 

3 — Boş  idrar ekstrakt ı  
4 — Luminal al ı nmas ı ndan sonra ilk 12 saat toplanan idrar ekstrakt ı  
5 — Luminal al ı nmas ı ndan sonra ilk 24 saatde al ı nan idrar ekstrakt ı  

6 — Luminal al ı nmas ı ndan sonra ilk 48 saatde al ı nan idrar ekstrat ı  
7 — Luminal al ı nmas ı ndan sonra ilk 72 saatde al ı nan idrar ekstrat ı  
8 — Luminal al ı nmas ı ndan sonra ilk 96 saatde al ı nan idrar ekstrat ı  

Noktal ı  lekeler Rhodamin B püskürtülmesinden sonra UV ve gün ışığı nda 

görülmektedir. 

V = Viole; P = Pembe; S = Sar ı  

Adsorban tabaka : Silicagel -G 

Develepman çözeltisi (CHCI 3  + EtOH + %25 NH 3 ) : (50+40+10) 

Renk reaktifi : a) %2 HgNO 3  b) %0,1 Rhodamin B 	%2 HgNO3) 
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ÜZET 

Bu çal ış mada : 1) Memleketimizde kullan ılan barbitüratl ı  
ilaçların aktif maddeleri olan Barbital, Phenobarbital, Pentobarbi- 

Phanadorm ve Itobarbitalin çe ş itli developman çözeltileri ve 
renk reaktifleri kullan ılarak İ .T.K ile teşhisleri incelenmi ş tir. 
(CHC13 + EtOH + %25 NH 3  = 50+40+10) developman çözeltisi 
ile en iyi ayr ı lma elde edilmi ş , idrardan izole edilmi ş  barbitüratla-
rın tan ı nmas ında hassasiyet bak ım ı ndan HgNO3 ın Rhodamin B ile 
kombinasyonu, spesifik olmas ı  bak ım ından da Flourescein ile 
HgNO3 kombinasyonu daha iyi sonuç vermi ş tir. Izolasyon meto-
dunda, Mule taraf ından tatbik edilen ekstraksiyon tekni ğ i tercih 
edilmiş  ve fakat aktif kömür kullan ı lmas ı na gerek görülmü ş tür. 

2) Kromatogramlar ın leke alanlar ı  ile konsantrasyonlar ı  ara-
sındaki bağı nt ıya dayanan metodla, Phenobarbital ve Pentobarbi-
talin semikantitatif tayinleri hem idrardan izole edildikten sonra 
hem de saf aktif madde üzerinde yap ı lmış tır. Böylece ekstraksiyon 
metodunun verimi hesaplanm ış t ı r. (Phenobarbital için %86,8 Pen-
tobarbital için % 92,1). 

3) Normal ş ah ıslarda oral yolla verilen Luminalin idrarla eli-
minasyon hı zı  tayin edilmi ş tir. Tek doz olarak 100 mg Luminal 
alan iki ş ahı sta ayn ı  sonuç elde edilmiş  olup, 12. günde de idrarla 
Luminal itrah ı n ın devam etti ğ i görülmü ş tür. 

Kullandığı m ız metodla litrede 0,1 mg Luminal te şhis edilebil-
mektedir. 

Sonuçlar şekil 1, 2, 3, 4, ve 5 te gösterilmi ş tir. 

SUMMAR Y 

Identification and Semiquantitative Determination of Some 
Barbiturates in Urine by Thin-Layer Chromatography. 

In this study : 1) The detection of barbituric acid derivatives 
such as Barbital, Phenobarbital, Cyclohexenyl ethyl barbituric 
acid and Aliyi isobutyl barbituric acid, the active components of 
drugs containing barbiturates in Turkey, have been examined by 
thin layer choromatography. Using (Chloroform+ absolute Etha- 
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nol+ Ammonia °/o25 : 50+40+10) (V/V/V) as a developing solvent, 
we obtained the best separation. For the detection of barbiturates 
in the urine extracts, spraying (HgNO3+Rhodamin B) after HgNO3 
has been found more sensitive, but in terms of specifity, combi-
nation of flourescein with mercurous nitrate gaye better result. 
Mule's extraction technique has been preferred, provided addition 
of animal charcoal to the chloroform phase. 

2) With the method based on the relationship between the 
logarithm of concentration and square root of the spot area, we 
estimated Phenobarbital and Pentobarbital after their isolation 
from urine. The recovery has been found comparing the results 
with the areas of pure substances (The recovery for Phenobarbital 
86,8 gio and for Pentobarbital 92,1 %) 

3) The , elimination rate of Phenobarbital by urine has been 
followed in two normal persons who have been giyen 100 mg of 
this barbiturate orally as a single dose. On the twelfth day Pheno-
barbital stili has been detected in the urine by thin layer chroma-
tography. 

In this method the sensitivity is 0,1 mg Phenobarbital per 
liter urine. The results have been shown in Figures 1, 2, 3, 4 and 5. 
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