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Opisane su dve metode za odredivanje fenobarbitona u seru-
mu. Kolorimetrijska metoda je jednostavna i brza metoda za od-
redivanje fenobarbitona u krvnom serumu, ali nije pogodna za
odredivanje nizih koncentracija. UV-metoda je osetljivija i pogod-
na za odredivanje fenobarbitona u serumu osoba ledenih ovim
ili drugim lekovima ¢iji je metabolit fenobarbiton.

Fenobarbiton je najée$ée primenjivani derivat barbiturne kiseline,
koji se koristi kao sedativ, hipnotik i antiepileptik. Lako je pristupacan,
pa su suicidalna i akcidentalna trovanja &esta. Koli¢inu fenobarbitona
u krvi vazno je odrediti ne samo u sluéajevima trovanja veé¢ i kod bo-
lesnika koji su pod terapijom fenobarbitonom, posebno zbog njegovog
kumulativnog delovanja.

Za odredivanje fenobarbitona u krvi primenjuju se ove metode: kolo-
rimetrijska, UV-metoda, denzitometrija hromatograma na tankom sloju,
gasna hromatografija i masena spektrometrija. Kolorimetrijska i UV-me-
toda mogu da se primene za rutinsku analizu fenobarbitona. Rutinska
analiza treba da bude brza, jednostavna i ta¢na.

Kolorimetrijska metoda se zasniva na osobini barbiturata da grade
kompleksno jedinjenje sa Hg jonima, koji se boje difenilkarbazonom
ili ditizonom (1, 2, 3). Goldbaum je jo§ 1948. godine ukazao na moguénost
odredivanja fenobarbitona UV-metodom (4), koja je od tada do danas
modifikovana vi$e puta (5, 6, 7 i 8). Ova metoda se zasniva na maksimal-
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noj razlici ekstinkcija rastvora fenobarbitona pri pH 13 i pH 10,5 na
talasnoj duzini 260 nm. U naSem radu su upotrebljene kolorimetrijska
metoda po Baeru (3) sa malim modifikacijama i Godbaumova (4) UV-me-
toda po modifikaciji Jeremié i Nikoli¢ ().

MATERIJAL I METODA RADA

1. Kolorimetrijska metoda

Koli¢inu od 0,5 ml seruma muckali smo sa 5 ml hloroforma u epruveti
sa brusenim zatvaratem 30 sekundi, a zatim profiltrirali kroz filter »Se-
lekta« 589’ u drugu epruvetu i muckali sa 0,5 ml 40 mg 9/ rastvora
Hg(NOs): u 0,15 M fosfatnom puferu pH 8. Hloroformsku smo fazu odva-
jali filtrovanjem i odmah prenosili 2,5 ml u kivetu u kojoj se ve¢ nalazilo
0,5 ml 0,19/, hloroformskog rastvora difenilkarbazona. Kivetu smo zatvo-
rili i ekstinkciju promuckanog hloroformskog rastvora ¢itali na spektro-
fotometru na talasnoj duzini 560 nm prema slepoj probi. Slepa proba
bila je 2,5 ml hloroforma sa 0,5 ml 0,1%-tnog hloroformskog rastvora
difenilkarbazona. Boja nastalog kompleksa nije dugo stabilna, pa je o€i-
tavanje ekstinkcije trebalo izvrsiti u roku od 40 minuta.

2. UV-metoda

Koli¢inu od 2 ml seruma muckali smo sa 25 ml prethodno ispranog
etilenhlorida u levku za odvajanje 5 minuta, vodeni sloj smo odbacili, a
etilenhlorid mucékali sa 3 ml 0,45 N NaOH 5 minuta u levku za odvajanje.
Vodeni smo sloj odvojili od sloja organskog rastvaraca centrifugiranjem
na brzini 3000 rpm u roku od 10 minuta. Jedan deo alkalnog vodenog
rastvora odmah smo spektrofotometrirali, a drugom smo delu dodali
30%/o-tni rastvor NHiCl do pH 10,5, pa smo i tom rastvoru odredivali
ekstinkciju na talasnoj duzini 260 nm. Koncentracija se izra¢unava na
sleded¢i nadin:

AEs60 analize X C standarda
AEs60 standarda

REZULTATI I DISKUSIJA

Kolorimetrijskom metodom smo odredivali tri razli¢ite koncentracije
fenobarbitona u serumu, ¢iji su rezultati prikazani u tablici 1, zajedno
sa standardnim devijacijama i srednjim vrednostima. Ova metoda je
pogodna za veée koncentracije leka u serumu, jer se koristi samo 0,5 ml
seruma za analizu, ali ne moZe da se primeni za odredivanje niskih
koncentracija fenobarbitona. Pri radu sa vecim koliCinama seruma do-
bili smo vede rasipanje rezultata, jer se filtrovanjem ne moze dobro
odvojiti hloroformski ekstrakt od vodene faze, kao $to se to postize sa
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0,5 ml. UV-metoda je osetljivija od kolorimetrijske i omogucuje odredi-
vanje niskih koncentracija fenobarbitona u serumu. U tablici 2. izneti su
rezultati dobijeni odredivanjem fenobarbitona u serumu sa poznatom

koli¢inom ovog leka.

Tablica 1.

Rezultati dobijeni odredivanjem fenobarbitona u serumu kolorimetrijskom

metodom

Koncentracija fenobarbitona (xg/ml)

Pripravljena Nadena (X) X

SD

20,0 18,0 18,5

1,12

50,0 475 48,0

0,79

100,0 100,0 99,1

0,82

Tablica 2.

Rezultati dobijeni odredivanjem fenobarbitona u serumu
(u serumu je bilo 10 ug/ml fenobarbitona)

UV-metodom

Nadena _
koncentracija X + SD
(pug/ml)

9,30
9,92
9,52
%
10,00 9,62 0,29
9,25
9,27
9,63
9,89
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ZAKLJUCCI

Kolorimetrijska metoda je jednostavna i brza metoda za odredivanje
tenobarbitona u serumu. Smatramo da je ova metoda pogodna za brzo
odredivanje fenobarbitona u serumu kod slu¢ajeva akutnih trovanja.

UV-metoda je osetljivija od kolorimetrijske i sledstveno tome pogod-
nija za odredivanje niskih koncentracija fenobarbitona u serumu bole-
snika, koji su pod terapijom ovim ili drugim lekom, Ciji je metabolit
fenobarbiton.
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Summary

COLORIMETRIC AND UV-SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR RAPID
MONITORING OF PHENOBARBITAL IN SERUM

The colorimetric method is the most simple and rapid procedure for the
measurement of phenobarbital level in the serum, especially for toxicological
purposes. However, it is not sensitive enough for the determination of low
concentrations. The UV-spectrophotometric method is therefore considered
preferable.
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