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DETERMINAÇÃO ESPECTROFOTOMÉTRICA DE FENOBARBITAL EM SANGUE








AMOSTRA


Sangue, plasma, soro ou urina.   


Usar como anticoagulante oxalato de sódio





MATERIAL


1. Espectrofotômetro para a região do ultra-violeta equipado com  registrador


2. HCl. sol. 0,5N


3. NaOH, sol. 0,45N		


4. NH4Cl, sol. 16%


5. Solução-padrão de fenobarbital (50 ug/ml)


  Dissolver 5 mg de fenobarbital em cerca de 50 ml de água destilada com  0,5 ml   da solução de NaOH para ajudar a dissolução. Completar o volume para 100 ml   com água destilada (preparação recente).


6. Clorofórmio p.a.





TÉCNICA





1. Transferir 3 ml de sangue (hemolisado com  água), soro, plasma ou urina para um funil de  separação (125 ml) e ajustar o pH 4,5-5,0 com sol.  HCl 0,5N ou sol. NaOH 0,45N.


2. Adicionar 30 ml de clorofórmio, agitar vigorosamente por tres minutos e     decantar.


3. Separar a camada clorofórmica, filtrar através de papel de filtro e recolher 25 ml do extrato  clorofórmico numa proveta graduada.


4. Transferir o extrato clorofórmico para um outro funil  de separação e adicionar  5 ml da sol. NaOH 0,45N.  Agitar por 3 minutos e decantar, tomando cuidado para  recuperar o máximo possível da camada alcalina.


5. Desprezar a camada clorofórmica e transferir 2 ml da  fase alcalina para cada uma de duas cubetas  (A e B).


6. Adicionar 1,0 ml da sol. NaOH a uma das cubetas (A) e 1,0 ml da sol. NH4Cl 16% a outra (B).


7. Efetuar a leitura da diferença das absorvâncias (usar como referência a solução da cubeta B).


8. Construir uma curva de calibração com os pontos 100, 50 e 25 ug/ml.
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