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WSTEP

Pochodne kwasu barbiturowego stanowig dos¢ jednorodna grupe lekow stoso-
wanych jako srodki uspokajajace, nasenne i przeciwdrgawkowe o bardzo wa-
skim wskazniku terapeutyczaym tj. matej roznicy migdzy dawka lecznicza 1 tok-
syczng. Nie wplywaja one wyraznie na percepcje bélu, nie sa wiec skuteczne
jako srodki nasenne lub uspokajajace w przypadkach, gdy wystepuje nawet nie-
zbyt silny b6l (2). Barbiturany wprowadzono po raz pierwszy do lecznictwa na
poczatku XX wicku (barbital w 1903 r., fenobarbital w 1912 r.) i dotychczas
zsyntetyzowano ich ponad 2500, jednak obecnie produkuje si¢ i uzywa w lecz-
nictwie tylko okolo pigédziesieciu. Stosowane sg czgsto w postaci mieszanin
(np. amobarbital, sekobarbital} lub w polaczeniu z innymi lekami (kofeina, aspi-
ryna, efedryna, teofilina i kodeina) (14).

Barbiturany sg do$¢ czgsto naduzywane w celach poprawienia nastroju (moga one
wywiera¢ dzialanie euforyczne podobne do morfiny), zniesienia uczucia lgku 1 nie-
przyjemnych efektéw przedawkowania $rodkdw psychostymulujacych. Naduzywa-
nie barbituranéw moze prowadzié do zaleznoéci psychicznej i fizycznej a ich odsta-
wieniu mozZe towarzyszy¢ grozny dla zycia zespo! abstynencyjny. Obserwuje sig row-
niez zjawisko tolerancji, ktére wiaze sig ze stymulujacym dzialaniem barbituranéw
na wlasny metabolizm. Pacjenci, u ktoérych rozwija sie tolerancja, zwigkszaja czesto
dawki leku lub skracajg odstepy migdzy nimi.

Z uwagi na te whasnoéci 12 pochodnych kwasu barbiturowego objeto kontrola
miedzynarodowa (Konwencje Srodkéw Psychotropowych, 1971). Sa to: allobarbi-
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tal, amobarbital, barbital, butalbital, butobarbital, cyklobarbital, metylofenobarbital,
pentobarbital, fenobarbital, sekbutabarbital, sekobarbital 1 winylbital.

Wg statystyk INCB (5) w ciagu ostatniego dziesieciolecia najwigksza role odgry-
waly: amobarbital, butalbital, pentobarbital i fenobarbital oraz cykiobarbital.

Nazwy potoczne barbituranéw ilustruja w pewnym stopniu ich spodziewane dzia-
fanie, np. ,,$rodki dotujace” (amobarbital), ,,pigutki goryla™ (amobarbital + sekobar-
bital) lub s3 zwiazane z kolorem tabletek albo nazwa firmy produkujacej, np. ,,czer-
wone serca” (fenobarbital), ,,zotty zakiet” lub ,,zélcien meksykanska™ (pentobarbi-
tal), Lilly (sekobarbital).

Barbiturany mozna podzieli¢ na dzialajace dhugo, érednio, krétko i bardzo krdtko.
Barbiturany dlugo dzialajace (np. fenobarbital) sa naduzywane rzadko, poniewaz
bardzo wolno penetruja do moézgu i nie daja oczekiwanego efekiu euforycznego.
Krétko dzialajace barbiturany (np. pentobarbital, sekobarbital) sg nieZle rozpusz-
czalne w thuszezach, dosé szybko przechodza wige przez barierg krew-mozg i w cia-
gu 30 minut wywoluja sedacjg 1 znosza uczucie leku. Barbiturany dzialajace bardzo
krotko (np. tiopental) sa wysoce lipofilne, wywoluja efekt szybko i sa stosowane
Jjako anestetyki. Po podaniu dozylnym blyskawicznie penetruja do mézgu i wywolu-
Jja sen po uptywie 30 sek. Efekt ten jest jednak krétki, gdyz szybko ulegaja redystry-
bucji z krwi do tkanek bogatych w lipidy. '

Przewlekle przyjmowanie barbituranow o krotkim czasie dziatania, np. sekobarbi-
talu w dawce 600-800 mg przez miesiac, prowadzi do psychicznego i fizycznego
uzaleznienia. Im wyzsza dawka, tym silniejsze wzaleznienie i tym cigzsze cbjawy
zespotu abstynencyjnego. U osoby uzaleznionej, ktora przestata przyjmowac krotko
dzialajgcy barbituran, w ciagu 24 godzin pojawiajq sig stabe cechy zespotu abstynen-
cyjnego, ktore zwykle nasilaja sie z uplywem czasu i w 3-8 dobie mogg osiagnaé
postaé zagrazajaca Zyciu.

Od poczatku lat 90. obserwuje si¢ stopniowy wzrost naduzywania barbituranéw
przez miodocianych. WUSA w 1995 1. az 7,4% uczniow konczacych szkolg zazywa-
Yo barbiturany, podczas gdy wr. 1992 — tylko 5,5% (dane nie obejmuja lekow przepi-
sywanych przez lekarzy) (3, 6). Wzrost ten jest czesciowo spowodowany dalekim od
prawdy przekonaniem o niewielkim ryzyku zatrucia barbituranami (12).

W Polsce wazny problem stanowia barbiturany uzywane przez narkomandw opia-
towych jako zwickszajacy efekt dodatek do preparatéw otrzymanych ze sfomy ma-
kowej lub dobierane jako uzupelnienie otrzymywanego w celach leczniczych meta-
donu. Dlatego kontrola abstynencji pacjentow uczestniczacych w programach meta-
donowych obejmuje rowniez badanie moczu na obecnosé barbiturandw, najczeéciej
przy uzyciu metody immunofluorescencji w $wietle spolaryzowanym (FPIA), ktora
pozwala nie tylko wykry¢ obecnosé pochodnych kwasu barbiturowego, ale réwniez
okreslié¢ ich przyblizong zawarto$¢ w moczu. Nie dostarcza ona jednak zadnych in-
formacji na temat rodzaju obecnych w moczu barbituranéw. Nie wiadomo rowniez w
jakim stopniu poszczegolne barbiturany reaguja z przeciwcialami testu wyskalowa-
nego przez producenta na sekobarbital. Znaczne roznice w tym zakresie moga utrud-
ni¢ wykrycie jednych zwiazkéw prowadzac do wynikow falszywie ujemnych lub
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znacznie zawyzy¢ ilosciowe wyniki innych przyczyniajac si¢ do otrzymania wyni-
kéw falszywie dodatnich (11).

MATERIAL I METODY

Allobarbital (kwas 5,5-diallilobarbiturowy), amobarbital (kwas 5-etylo-5-izopen-
tylobarbiturowy), barbital (kwas 3,5-dietylobarbiturowy), butalbital (kwas 5-allilo-
5-izobutylobarbiturowy), butobarbital (kwas 5-etylo-5-butylobarbiturowy), fenobar-
bital (kwas 5-etylo-5-fenylobarbiturowy), pentobarbital (kwas 5-etylo-5- (1-metylo-
butylo)-barbiturowy), sekobarbital (kwas 5-allilo-5 (1-metylobutylo) barbiturowy)
(wszystkie firmy Sigma) przygotowano w postaci podstawowych roztworéw w me-
tanolu o stgZzeniu 5 mg/ml, a nastgpnie dodawano do czystego moczu (pH 5-8), aby
stezenia poszczegdlnych zwiazkdéw wyniosty w nim 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 1000, 1500, 2000, 3000, 5000 lub 6000 ng/ml.

Oznaczenie wykonywano metoda immunofluorescencji w §wietle spolaryzowa-
nym (FPIA) (7, 10) przy uzyciu zestawu TDx Barbiturates I U Assay System (10,
15). Reaktywnoé¢ poszczegolnych barbituranéw wobec przeciwciat testu (w %) ob-
liczano jako stosunek $redniej z szesciu odczytéw do stgzenia zwigzku w probee
pomnozony przez 100.

Materiatem uzytym do identyfikacji barbiturandw byl mocz 9 pacjentéw Oddziatu
Detoksykacyjnego IPN, wybranych spoérdéd 60 uczestnikdw programu metadonowe-
go. W moczu tych pacjentéw badania skriningowe wykazaly obecnosc¢ barbiturantow,
chociaz byli oni zobowigzani do przestrzegania abstynencji.

Do rozdziatu mieszaniny barbituranéw zastosowano metode wysokosprawnej chro-
matografii cienkowarstwowej (HPTLC) (7, 8) oraz wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) (4, 9). Izolacje barbiturandéw z moczu przed rozdzialem chromatogra-
ficznym prowadzono metoda ekstrakcji ciecz-cialo stale (1, 8, 13) stosujac kolumny z
sorbentem krzemionkowym (Bond Elut Certify Extraction Columns-Varian) oraz urza-
dzenie do ekstrakcji pod regulowana proznia (Analitychem Vac Elut SPS 24™-Varian).

Kolumneg przygotowano do ckstrakeji przepuszczajac pod niewielka proznia ko-
lejno 2 ml metanolu i 2 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 6, nastegpnie podawano
badany material (najczgsciej 5 ml moczu z dodatkiem 2 m1 0,1 M buforu fosforano-
wego o pH 6), plukano kolumng mieszaning buforu fosforanowego o pH 6 i metanolu
w stosunku 80:20 oraz 1 ml 1M kwasu octowego, suszono ja przez 5 minut pod
proznia (380 mm Hg) i powtdrnie phikano 1 ml heksamu.

Barbiturany eluowano z kelumny za pomoca 4 ml chlorkn metylenu.

Eluat odparowywano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze ok. 40°C i su-
cha pozostatosc rozpuszezano w 100 Ll octanu etylowego.

-Rozdzial mieszaniny barbituranéw prowadzono na plytkach o wymiarach 10x10
cm pokrytych zelem krzemionkowym (Silica-gel G-60 F,,,-Merck), stosujac nastg-
pujace uklady rozwijajace:

Ukiad A. Octan etylowy — metanol — 25% roztwor NH3 (85:10:5)

Uklad B. Chloreform — aceton (80:20)
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Uktad C. Alkohol izopropylowy — chloroform — 25% roztwor NH3 (90:90:20)

Do lokalizacji poszezegolnych barbituranéw na chromatogramach uzyto lampe
UV (254 nm) po uprzedniej ckspozycji chromatogramow na pary amoniaku oraz
spryskiwanie odczynnikiem rteciowo-difenylokarbazonowym, ktéry otrzymywano
przez zmieszanie réwnych objgtosci swiezo przygotowanych roztworow difenylo-
karbazonu (0,1 g difenylokarbazonu w 50 ml etanolu} i chlorku rigciowego (1 g chlorku
rigciowego w 50 ml etanolu).

Rozdzial mieszaniny barbiturandéw metoda HPLC prowadzono na wysokosprawnym
chromatografie cieczowym firmy Shimadzu z detekiorem spektrofotometryczanym. Sto-
sowano detekeje przy diugoéci fali 210 nm. Uzywano kolumny chromatograficzne diu-
goéci 250 mm z wypehieniem typu RP-18, o $rednicy ziaren 5 pm, W celu wybrania
odpowiedniej fazy ruchomej poréwnano wiasnosci rozdzielcze ukiadu acetonitryl-alko-
hol-woda o nastgpujacych objetosciowych stosunkach poszczegdlnych sktadnikow:

1) 5/4/11 (25%:20%:55%) Faza 1

2) 7/4/9 (35%:20%:45%) Faza 2

3) 1/1/3 (20%:20%:60%) Faza 3

4) 2/3/5 (20%:30%:50%) Faza 4

5) 2/1/7 (20%:10%:70%) Faza 5

6) 5/3/17 (20%:12%:68%) Faza 6

Poniewaz zbyt duzy udzial procentowy acetonitrylu w fazie ruchomej (Faza 2)
uniemozliwia rozdzia! badanej mieszaniny a zwiekszenie w niej procentowego udziatu
metanolu powoduje skrocenie czasow retencji badanych zwiazkéw (Faza 5, Faza 3,
Faza 4) jako optymalng uznano fazg ruchoma o skladzie acetonitryl — metanol —
woda (20:12:68) (Faza 6). Szybko$¢ przeptywu wynosifa 0,5 ml/min a temperatura
kotumny 25°C.

Przygotowano mieszaning wzorcowa 8 barbituranéw: allobarbitalu, fenabarbita-
lu, butalbitalu, pentobarbitalu, barbitatu, sekobarbitalu, butabarbitalu, amobarbitalu
o stezeniu 1,5 pg/ml kazdego zwiazku. Na kolumng wstrzykiwano jednorazowo 50
1l mieszaniny, tj. po 75 ng kazdego barbituranu.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W tabeli ! zestawiono reaktywnos$é wobec przeciwciat testu o§miu pochodnych
kwasu barbiturowego przy ich roznych stgzeniach w probce moczu. W formie gra-
ficznej zaleznosci te przedstawiaja ryciny 11 2.

Tylko dla sekobarbitalu i butalbitalu metoda Abbotta mierzy ich rzeczywiste stezenia
w moczu i uzyskane wyniki ilo$ciowe sa miarodajne. Reaktywnos¢ dla obu tych zwigz-
kdow jest bardzo bliska 100% i nie zmienia si¢ w granicach stezef od 300-2000 ng/mL

Dla pozostatych barbituranéw, z wyjatkiem butobarbitalu, reaktywno$¢ wobec prze-
ciwciat jest nizsza od 100% i ulega obniZeniu ze wzrostem stgzenia zwiazku. O ile
jednak dla pentobarbitalu i fenobarbitalu réznica ta nie jest zbyt duza (dla stezenia
300 ng/ml wynosi, odpowiednio, 80,0% i 70,4%), to dla amobarbitalu i allobarbitalu
jest ona znaczna (dla 300 ng/ml wynosi, odpowiednio, tylko 37,3% i 33,2%). Przy
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TABELA 1
Reaktywnosé barbituranow waobec przeciwceiaf testu FPIA

Stezenic Sekobarbital Butalbital Amobarbital Pentobarbital Fenobarbital Allobarbital Barbital Butobarbital
w moczu | StgZenie | Reak- | Stgzenie | Reak- | SteZenie [ Reak- | Stezenie | Reak- [ StgZzenie | Reak- | Stezenie | Reak- | SteZenie | Reak- | Stezenie | Reak-
{ng/ml) [odezytane|tywnosé jodezylane|tywnosc jodczytane| tywnosé jodczytane| tywnosc |odezytane | tywnosc Jodozytane |tywnosdé | odezytane [tywnosé |odezytane | tywnosé
(ngml) | %) | (ughml) | () | (gmD) | () | emb) | &) | (gmb) ) 0 | (og/mb) | ) | (o) | CA) | g | €4)
100 “ew --- .- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 480 480
200 --- --- --- --- --- --- --- --- --- .- --- .- --- --- 700 350
300 309 103,0 305 101,7 12 373 264 88,0 211 70,4 100 33,2 45 15,0 810 270
400 S weo | 1080 260
500 571 14,2 580 116,0 175 35,0 393 76,5 302 60,5 143 28,7 65 13,0 1050 230
600 T [ I I T:F.T S YT
700 e [ e I e T Tt I 75 T B X 1/
1000 1036 103,86 1086 108,86 312 31,2 684 68,4 350 35,0 250 25,0 ] 8,0 --- -
1500 | 1563 1042 | 1578 1052 | 456 304 | 993 662 | 558 372 | 366 244 | 105 7.0 cee e
2000 | 2002 1046 | 2090 1045 | 600 300 | 1308 653 | 804 404 | 484 242 | 120 6,0 e s
4000 .- --- - .- 1144 28,6 2320 58,0 1440 36,0 920 23,0 200 5,0 --- .
6000 --- .-- --- =-- 1680 28,0 --- --- 2028 33,8 1272 21,2 240 40 --- ---
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Ryc. 2 Zmiany reaktywnosci butobarbitalu ze wzrostem stgzenia w moczu.
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oznaczaniu ilo$ci amobarbitalu i allobarbitalu metoda FPIA otrzymywane wartosci
sa wige nieadekwatne do ich rzeczywistego st¢zenia w moczu.

Reaktywnos¢ barbitalu wobec przeciwcial testu jest bardzo niska i maleje szybko
ze wzrostem stezenia (dla 300 ng/ml — 15% a dla 6000 ng/ml zaledwie 494). Zwiazek
ten jest praktycznie niewykrywalny metoda FPIA nawet przy wysokim st¢zeniu (wy-
nik falszywie ujemny).

Bardzo wysoka reaktywno$cia wyrdznia sie natomiast butobarbital. Dla 300 ng/ml
wynosi ona 460%, maleje ze wzrostem stezenia, osiagajac dla 700 ng/mi wartos¢
260%. Tak wige juz przy stgzeniu butobarbitalu niewiele przekraczajacym 100 ng/ml
wynik badania metoda FPIA bedzie dodatni (przekroczy wartoé¢ cut-off dla barbitu-
randw), chociaz wg powszechnie uznawanego kryterium — jest on falszywie dodatni.
Réwniez wyniki iloSciowe bgdg bardzo zawyzone.

Z otrzymanych wynikéw mozna rowniez wyciagnac pewne wnioski na temat zalezno-
$ci migdzy budowa chemiczna barbituranow a ich zdolnoécia do wiazania sie z przeciw-
ciatami testu. Sekobarbital i allobarbital, ktorych reaktywnos$¢ jest podobna, wykazujg
rowniez analogie strukturalne polegajace na tym, Ze w obu zwiazkach przy wegle 5
wystgpuje nienasycony rodnik allilowy oraz nasycony rodnik izobutylowy. Poréwnanie
reaktywnodcei innych barbituranéw pozwala zestawié¢ wystepujace w nich rodniki przy
weglu 5 w nastepujacy szereg o rosnacym wplywie na zdolno$é wigzania z przeciwciata-
mi testu Abbotta: etylowy, izopentylowy, metylobutylowy, fenylowy 1 butylowy.

W tabeli 2 zestawiono wartosci R, o$miu barbiturandw objetych kontrola miedzy-
narodowa w trzech ukladach rozwijajacych.

Zaden z tych uktaddw nie daje dobrego rozdzialu wszystkich barbituranéw. Uktad
A pozwala uzyskac na chromatogramie oddzielne plamy fenobarbitalu 1 amobarbita-
lu oraz 3 plamy zawierajace po 2 zwiazki: barbital i allobarbital, buialbital i butobar-

TABELA 2
Wartesci R, barbituranéw w trzech ukladach rozwijajacych (metoda HPTLC)
Uktady rozwijajace
A B C
Barbital 37,1 50,0 48,6
Pentobarbital 48.6 58,6 67,1
Allobarbital 37,1 54,3 50,0
Amobarbital 45,7 571 64,3
Secobarbital 48.6 60,0 70,0
Butalbital 443 58,6 64,3
Batobarbital 457 543 64,3
Fenobarbital 27.1 457 35,7
Uklad A Uklad B Uktad C

*Qctan etylu 85 * Chloroform 80 * Alkohol izopropylowy 90
* Metanol 10 * Aceton 20 * Chloroform 20
* 25% Amoniak 5 * 25% Amoniak 5
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TABELA 3
Wyniki analizy moczu narkomanéw metoda FPIA i HPTLC

Pacjent B“(ﬁ’gij‘ggﬂy Barbital | Butalbital | Pentobarbital | Allobarbital | Sekobarbital | Amobarbital | Butabarbital | Fenobarbital Be“iggjﬁpi"y (23}:13
S.Z. 480 . ; . + ] . ] ] ] ]
BJ. | >2000 - - . . N ] ; + ) .
L | 1000 . . ; + ; ; ; ) ] )
Wi | 2000 ; - - - ; . . + >1000 .
PM. | 386 3 ; ; ; . . . + ) }
PW. | 1339 - - . , . ] } . ) .
PG | 1038 ) ] ] ] ] ] . + 2000 >1000
MJ, | 1448 - . + . ; . - + 558 >1000
chp. | 913 - . . - . . ; + >2000 620

+ wyraZna plama widoczna w $wietle UV (254 nm) oraz pe wybarwieniu odczynnikiem rtgciowo-difenylokarbazynowym
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bital oraz sekobarbital i pentobarbital. Dwie pierwsze pary zwiazkow mozna 1oz-
dzieli¢ stosujac uklad B, a trzecia parg — przy uzyciu uktadu C.

Tabela 3 przedstawia wyniki analizy moczu 9 narkomanéw metoda FPIA i HPTLC.
Stezenia ,,puli” barbituranéw oznaczanych metoda FPIA wahaly si¢ od 386 do>2000
ng/ml. Wynik 386 ng/ml byl na granicy wariosci cut-off dla barbituranéw, natomiast
w 6 przypadkach stezenie barbituranéw przekraczato 1000 ng/ml.

W szeédciu badanych prébkach moczu wykryto tylko fenobarbital, w jednej feno-
barbital i pentobarbital, a w dwdéch allobarbital. W moczu, w ktorym stezenie barbi-
turanéw mierzone metoda FPIA wynosito 386 ng/ml, intensywnos¢ plamy fenobar-
bitalu na chromatogramie byla bardzo staba.

Ryc. 3. przedstawia chromatogram mieszaniny o$miu barbiturandéw otrzymany
metodg HPLC i czasy retencji poszczegolnych zwigzkow. Metoda ta daje znacznie
lepszy rozdziat barbituranéw niz HPTLC. Z wyjatkiem amobarbitalu i pentobarbita-

311 sek Barbital
436 22k Allabarbital
532 sek  Faenobarbilal

635 sok  Bulobarbilat
725sek Bulalbital
1080 sek Amobarbital + Pentabarbital

t19sek Czolo rozpuszezalnika

1414 sek  Sekobarbital

WY

Ryc. 3 Chromatogram mieszaniny barbituranéw otrzymany metodq HPLC i czasy retencji poszezegol-
nych zwiqzkdw (kolumna: dlugosé 250 mm Spherisorb ODS-1 o Srednicy ziarna 5 ym; faza ruchoma:
acetonitryl — metanol — woda (20: 12: 68); szybkos¢ przeplywu: 0,5 ml/min; temperatura kolumny:
25°C; detekror spektrafotometryezny (210 nm)).
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lu, ktére w tych warunkach nie rozdzielaja si¢, wszystkie zwiazki wystepuja w posta-
ci dobrze odseparowanych pikow. HPLC jest réwniez znacznie bardziej czula niz
HPTLC, gdyz pozwala wykry¢ 75 ng barbituranu.

Jednak zastosowana przez nas metoda ekstrakcii prébek moczn narkomanow, po-
przedzajaca wlasciwy proces chromatograficzny, okazata si¢ malo skuteczna, byé
moze z powodu obecno$ci w moczu wysokich stgzen benzodiazepin i opiatow (Tabe-
la 3). W rezultacie na chromatogramie wystgpowaty dodatkowe piki, ktére pogarsza-
ly rozdzial barbituranow i sprawialy, Zze obrazy chromatograficzne byly malo czytel-
ne i trudne do interpretacii.

Zastosowanie HPTLC do analizy ztoZzonej mieszaniny barbituranéw w moczu nar-
komanéw wymaga wigc udoskonalenia i optymalizacji systemu oczyszezania eks-
traktu moczu przed podaniem go na kolumng chromatograficzna.

WNIOSKI

1. Metoda immunofluorescencji w §wietle spolaryzowanym (FPIA) daje dobre wyni-
ki przy badaniu sekobarbitalu, butalbitalu, a takze pentobarbitatu i fenobarbitalu, gdyz
ich reaktywnos¢ wobec przeciwcial testu jest wysoka w dos¢ szerokim zakresie stezert.

2. Dla amobarbitalu i allobarbitalu reaktywnos¢ stanowi ok. 1/3 wartoSci wzorco-
wego sekobarbitalu i maleje ze wzrostem stgzenia zwiazkow. Oznacza to, zZe zwiazki
te moga by¢ wykryte metoda FPIA jednak wyniki iloSciowe sa zanizone.

3. Barbitalu nie mozna praktycznie wykry¢ w moczu metoda FPIA, gdyz reaguje
on z przeciwcialami testu barbituranowego w stopniu niewystarczajacym do uzyska-
nia wyniku dodatniego. '

4. Butobarbital wykazuje bardzo wysoka reaktywnosé wobec przeciwciat testu i
przy st¢zeniu duzo nizszym od wartosci cut-off dla barbituranéw daje wynik dodatni.

5. Metoda HPTLC moze stuzy¢ do identyfikacji wazniejszych barbituranow, ale
wymaga zastosowania dwach lub trzech uktadéw rozwijajacych. Ponadto czulosé
metody jest niska.

6. Wysokosprawna chromatografia cieczowa daje dobry rozdziat mieszaniny barbitu-
randw i jest bardziej czula od HPTLC, wymaga jednak bardzo starannego i czasochion-
nego oczyszczenia ekstraktn moczu przed podaniem na kolumne chromatograficzna.

STRESZCZENIE

Celem pracy bylo zbadanie przydatnosci trzech metod analitycznych opartych na
roznych zasadach fizyko-chemicznych (FPIA, HPTLC i HPLC) do wykrywania 1
identyfikacji o$miu barbiturandw, ktore z racji swego dzialania psychotropowego
zostaly objgte kontrola migdzynarodows. Przydatno$¢ FPIA oceniano oznaczajac
reaktywnoé¢ poszczeglnych barbiturandéw wobec przeciwcial testu oraz zaleznosc
reaktywnosci od stezenia. FPIA daje dobre wyniki przy badaniu sekobarbitalu, butal-
bitalu, a takze pentobarbitalu i fenobarbitalu, gdyz reaktywno$¢ tych zwiazkow z
przeciwcialami jest wysoka w do$é szerokim zakresie stgzen. .
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Przydatno$¢ metod FPIA, HPTLC i HPLC do badania w moczu barbituranéw...

Dla amobarbitalu i allobarbitalu reaktywnos¢ stanowi ok. 1/3 warto$ci wzorcowe-
go sekobarbitalu i maleje ze wzrostem stezenia zwigzkow.

Barbital reaguje z przeciwcialami testu barbituranowego w stopniu niewystarcza-
Jjacym do uzyskania wyniku dodatniego, a butobarbital daje dodatni wynik testu przy
stezeniu duzo nizszym od wartoéci cut-off dla barbiturandw.

Do identyfikacji barbituranéw w moczu 9 narkomanow zastosowano metodg wy-
sokosprawne]j chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC). W moczu 6 pacjentow
wykryto tylko fenobarbital, w moczu jednego — fenobarbital i pentobarbital a w mo-
czu dwoch — allobarbital. Metoda ta moze shuzyé do identyfikacji wazniejszych bar-
bituranéw, ale wymaga zastosowania przynajmniej dwoch uktadéw rozwijajacych.

Bogdan Szukalski, Ewa Mirkiewicz, Jerzy Walkowiak
Usefulness of FPIA, HPTLC, and HPLC methods in urinalysis for
internationally controlled barbiturates

Summary

The aim of the study was to assess usefulness of three analytic methods based on
different physicochemical principles (FPIA, HPTLC, and HPLC) for detection and
identification of eight barbiturates that due to their psychotropic action have been
submitted to international control. FPIA utility was assessed by determining par-
ticular barbiturates reactivity to test antibodies, as well as the relationship be-
tween reactivity and concentration. FPIA turned out to give good results in de-
tection of Secobarbital, Bitalbital, as well as Pentobarbital and Phenobarbital,
since reactivity of these compounds with antibodies is high for a quite wide
range of concentrations.

As regards Amobarbital and Allobarbital, reactivity constitutes about 1/3 of the
standard Secobarbital value, and decreases with the compounds concentration increase.

Barbital reacts with the barbiturate test antibodies in a degree insufficient to obtain
a positive result, while Barbital yields a positive test result for concentrations much
lower than the cut-off value for barbiturates.

The High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC) method was used
to detect barbiturates in urine of 9 drug users. In 6 cases Phenobarbital only was
detected, in one case — Phenobarbital and Pentobarbital, while in the remaining two
cases —allobarbital. The method may serve to identify major barbiturates, but it requ-
ires at least two developing systems.

Key words: urinalysis / barbiturates / laboratory methods
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