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iar fluorescenta, caracteristici NADPII nu apare, sau apare slab. La per-
soanele cu activitate. normald a G-6-PDH, activitatea acesteia depiseste-
- activitatéa glutation-reductazei si fluorescenta caracteristici NADPII poate
i pusi ; .

evidenta. Prin urmare, in acedstd metod#, prin chservarea fluores-.
- -centei prezentate de NADPII in U.V. la 366 nm, se determini de fapt dife-
» renta dintre activitagile G-6-PDII si a glutation-reductazei. '
Reactivi] .- : e e <Al : ;
. °Se prepari un reactiv caré contine pe 1 ml urmatoarele substante :
“glucozo-6-fostat 0,01 mM, 100 microlitri ;' NADP 7,5 nm, 100 microlitri ;
- saponind 1%, 200 microlitri ; tampon TRIS-HCL, 750 mM, pH 7,8, 300 micro--
- litri ; GSSG-8 ' mM, 100 microlitei ; apa bidistilatd, 200 microlitri. Amestecul
*este stabil mai multe luni, la congelator. :

Modul de lucru - ,

Se recolteazi singe pe heparini sau EDTA (poate fi pastrat la congelator
citeva siptimini). Se amestecd 10 microlitri singe total cu 0,1 ml reactiv.
Se spoteazd imediat 20 microlitri din amestecul singe-reactiv pe o rondels de
hirtie de filtru. Peste 10 minute se spoteazd alituri o noud probid de 20 micro-
litri din acest amestec. Se lasi s se usuce si se urmireste fluorescenta la lampa
Wood la 366 nm. Se noteazi fluorescenta eu (—), (&), (+), dupd cum
hemolizatul a provenit de la deficienti sau normali in G-6-PDH.

11.413. ACIDUL CIANHIDRIC §I DERIVATI

¢ coeli s s AL Trelare
- : Acidul cianhidric si derivatii sii se izoleaza din aer prin refinere in so-
lutii absorbante. Acidul cianhidric se izoleazd din produse biologice si alte
produse prin distilare in mediu slab acid. Izolarea din glicozizi necesitd, in
prealabil, o hidroliza.

'B. Identifieare : :
e Reqc_zggi_])}féarl:ql)_ile .(ident.ifiqé;'e” ‘?Hé‘,_;?ﬁ& ‘continut stomaecal,  organe,

singe). % : .

Se executd cu ajutorul hirtiilor indicatoare ; in cazul organelor (conti-
nutului stomacal), hirtiile se suspendd de capacul recipientelor in care se
gasesc produsele, avind griji si nu vind in eontact cu acestea.

a) Reaclia Schdnbein : hirtia imbibatd cu sulfat de cupru 0,05%, apok
cu guaiac 1%, in alcool, se coloreazi in albastru':
CuSO; + 2 HCN = Cu(CN), + H,S0,
2 Gu(CN), + H,0 = 2 GuCN + 2 HCN + O

Reactia este sensibila (1/300 000), aproape instantanee, dar nespecifics
fiind dat# si de substzin;ele oxidante (clor, ozon ete.). ;

- b) Reaclia Gastaldi : hirtia imbibatd cu acetat de cupru 0,289 si apoi
cu acetat de benzidina 0,59, se coloreazii in alba stru. Reactia se bazeaza pe o
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Reactia este sensibild, dar nespecifici.
¢) Reactia Guignard : hirtia imbibatd cu acid plCI‘lC 1.9 nseata, tratats

cu carbonat de sodiu 5%, si uscatd la temperatura laboratorulul, se lmoseg,te :

prin formarea izopurpur atului :

oNa oNa
| -
0,N— N\ N0, 0,N—"N—Np,
, [ +3 NaCN + H,0 — “ + NaNCO + 2 NaOH
L : A
| ' : s
NO, N(CNJ,

Reactia este specificd, sensibila, da; se desfisoari lent.
2. Reacfia pe distilat sau lichid absorbant alcalin
a) Reactia Guignard (v. mai sus)

b) Reaclia ferocianurii ferice (tehnica Chelle) Solutla de analizat alcah- :

nizatid cu borax se trateazd cu sulfat feros 29, reactia trebuind s raminad
alealing (la fenolftaleind). Dupd citeva minute se aciduleazd net cu acid
clorhidric, cind apare culoarea albastra a ferocianurii ferice (albastru de

Berlin) :
“ 9 NaCN 4 FeSO; = Fe(CN), + NogSO;
T Fe(CN)y + 4 NaGN = NayfFe(Cy1 T
6 TeSO, + 3 0 4 3 H,0 = 2 Fey(SO,); + 2 Fe(OH),
3 Na, [Fe(CN)] + 2 Fey(SO,); = Fey[Fe(CN)gls + 6 Na,SO,

¢) Reactia Liebig (formare de sulfocianurd feried) :
solutia de analizat citeva picituri eu polisulfurd de amonin 10%, se formeaza

sulfocianuri de amoniu. Se aciduleaza cu acid clorhidric pentru distrugerea
excesului de polisulfur, se filtreaza si se trateazd cu FeCl, 19%, (solutie proaspit

preparatd), cind apare o coloratie rogie datorita sulfocianurii ferice. Reactxa

este specifica:
CN- + (NH,),S; — SCN- + (NH,),S
3 SCN™ + Fe¥t — Fe(SCN),

se trateazd solufia de analizat cu citeva

d) Reaclia cu azotat de argint:
cxpltat alb, lnsolubll

picituri azotat de argint 1%, cind se formeazé un pre
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e~ Recoltarea probelor

in acid a/otm. solnbll in cianura 'tlcwlm'x In exces de azotat (1e argint apare
un pl eUpchlt d]b de du‘ anoargentat de argint: = - el

KON + AgNO, = AgCN-+ HNO,
AN + KON = K[AgON),]
K [Ag(CN),] + AgNO, = A £IAS(CN):] + KNO,

j t:\ Rearlla de forman a bromurii (leunz) de cianogen (v. dozarea elor--

clanulm)

€. Dozare din aer
1. Metoda specirofotometricd peniru HCN st CN~™

Principin

Ionul cian reactionedzi cu clorul activ eliberat de cloramini, formind
clorcianul. Acesta di cu piridina aldehida glutaconica, care, cu benzidima
formeazid o bazi dibenzidinglutaconicd, rosie, colorimetrabild (v. Dozarea
clorcianului).

Sensibilitatea metodei este de 0,1 ug/ml. Metoda nu este specxhca.

Reactivi ;

1. Solutie absorbanti : hidroxid de sodiu, 0,1 N. 2. Cloramind T, 0,25%,
(se prepard extemporaneu). 3. Fosfat  disodic, Na,HPO,-12 H,0, 1 M.
4. Reactiv cloramini. Se prepard, la intrebuintare, un amestec format din
1 parte cloramini si 3 pirti fosfat disodic. 5. Benzidind clorhidrat 4%. Se
pistreazi in sticle brune, la rece ; dacd se coloreazd, nu se mai poate intre-
buinta. 6. Reactiv piridind. La intrebuintare, se prepard un amestec din
60 ml piridind (proaspit distilatd), 10 ml acid clorhidric d = 1,19 si 40 mi
apa distilatd. 7. Reactiv benzidind-piridina. La intrebuintare, se prepard un
amestec din 1 parte benzidina si 5 pérti reactiv piridini. 8. Solufie standard
stoc. Se dizolva 0,1 g KCN in 100 ml hidroxid de potasiu 1 N. Se titreazi cu
azotat de argint 0, 01 N in prezenta unei solutii de iodurd de potasiu 20%, ca
indicator. Se stabileste concentratia exacti in CN~—. 9. Solutie standnld de
lucra. Se dilueazi cu apé un alicot din solutla standard stoc, ipn a obhne

.o solutie fn care 1 ml = 2 ug CN™. -

Se aspird minimum 5 litri de aer cu un” debit de 0,2 litri/minut, prin
doud mlcroabsorbltoare montate in. serie, continind cite 2 mi solutie abso;

banta.
in afari de microabsorbitoarele desumte recoltarii de pxobe se previd

‘fncd doud, cu cite 2 ml solutie absorbanté, care se transportd in terem, fard
a aspira aer prin ele, constituind probele martor.

Modul de lucru

Continutul microabsorbitoarelor se reuneste prin transvazave intr-o
eprubetd gradatd de 10 ml si se completeaza la 6 ml en apéd. Se adaugi 0.2 ml
reactiv cloramind si 3 ml reactiv benzidind-piridind, agitind dupd fiecare
adiugare de reactiv, apoi se completeazi la 10 ml cu apa distilatd. In mod
similar, se prelucreaza si probele martor. >

Se mésoari extinetia, dupi 20 minute, la spectrofotometru, la A = 530.nm.
in cuva de 2 ecm, in compensatie cu proba martor.
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