Metode biochimice utilizate in aprecierea efectulul
poluantilor din mediu asupra organismului

Determinarea sulfior din sénge



Generalityfi: prezema sulfkilor in sdnge a fost considetata indicator de
expunere la bioxidul de sulf. Incostanta cu cardost pyi In evidena, semnificaia
acestui indicator bichimic la expunerile la concatitridicate.

Principiul metodei: bioxidul de sulf din sdnge f@az cu reactivul fuxin formolic un
complex colorat aarui intensitate este prop@nali cu concentrga.

Reactivi

-formaldehid, soluie 40%;

-pararozanilii 3% Tn soltie alcoolic;

-reactiv fuxin-formolic;

-hidroxid de potasiu, sofie alcoolic 1%;

-soluie saturat de cloruét mercurié(HqCly);

-soluie etalon stoc pentru bioxid de sulf;

-soluie etalon de lucru.

Recoltarea probelor de sangséangele care se recoltéadin deget e un
anticoagulant.

Mod de lucruintr-o eprubet de centrifug se introduc 0,5 ml sofie alcoolic
de KOH 1%, 2,2 ml apbidistilata si 0,2 ml sdnge. Eprubeta se agdiimp de 2-3
minute apoi se adaad ml soluie saturat de cloru mercurid, agitand din nou. Se
centrifughea la 4000 turdi, timp de 5 minutesi apoi se iau cu atgie din
supernatant 2 mi se introduc ntr-o eprubeta peste care se adduglareactiv foxin-
formolic. Dupa 5’ se citge extingia la spectrofotometru la lungimea de & 570
nm in cuva de 1 cm. Valoarea extiec se raportedzla curba de etalonare care se
intocmate dugi schema de mai jos:

Concentréda SQ/proba pug| O 1 3 5 7 9 10
Soluia etalon de lucru mlf O 01 08 OHb 07 09 1,0
Apa bidistilati m 15| 14| 1,2| 1,00 0,8 0,6 0,5
Soluia de cloru#t mercurié ml | Cate 0,5 ml

Reactiv fuxin-formolic Ml | Cate 4 ml

Dupi fiecare adugare de reactiv se agjieprubetele. Se lasapoi 5 in
repaussi se citgte extingia in acelegl condiii ca si proba. Se traseazcurba de
etalonare.

Calcul: mg S@% =c/v-10
C =concentrga inpg SQ din proba de sange;
V =cantitatea de sange laan lucru, in ml.

Determinarea fluorului din urin

Generalitif: calea principa de eliminare a fluorului din organism este cealkerLa
o ingestie normalde fluor, concentgg fluorului urinar este propgonaki cu ingestia. Dac



organismul este expus la concggarescut de fluor, nivelul fluorului din uria creste, dar
fara a se megine propotionalitatea cu gradul de expunere.

Principiul metodei fluorul este separat din u#rprin microdifuzie sub forma de HF,
care este prins pe o peligulle hidroxid de sodiu ca fluorura de sodiu. Dozageaface
colormetric, prin decolorarea lacului SPANDS- aralka thoriu, proparonal cu concentiga
fluorului.

Reactivigsi material necesar

-hidroxid de sodiu: solie alcoolica 0,05 N;

-acid percloric 70%;

-azotat de thoriu 0,004M;

-soluie etalon stoc pentru fluor;

-SPANDS, 0,004 M;

-soluie etalon stoc entru fluor;

-soluia etalon de lucru;

-sulfat de argint, pulbere;

-acid clorhidric 0,05;

-2,5 ml soldie de azotat de thoriu 0,004 M;

-5,0 ml solgie SPANDS 0,004 M;

-0,04 soltgie de HCI 0,05 N;

-apa bidistilat;

-cutii din polistiren folosite la ambalajul medicantelor (faringosept sau B complex);

-capace din plastic cu care se astilg@coanele de vitamina C.

Recoltarea se face din urina din 24 de ore, intregipient de polistiren.

Mod de lucru 2 ml urird se introduc intr-un capacel de plastic care sdasepz in
capacul unei cutii de polistiren. Tn corpul acejeduitii se introduce 1 ml sofie alcoolic de
hidroxid de sodiyi se lag la etuv la 60°C pentru evaporarea alcoolufuiormarea peliculei
de hidroxid de sodiu.

In capacelul cu uriri se introduc 0,1g sulfat de argisit 2 mg acid percloric, se
inchide imediat cutiai se lipeste o fie de leucoplast in jurul cutiei pentru a evitargezile
de fluor.

Paralel cu proba, in coniilie identice se procedeapentru proba martor (apa bidistdati 5
etaloane care c@n cantititi succesive de fluor (1; 3; 5; 7; 10 ug F) intro@lndu-se in
fiecare @pacel cate 0,1; 0,3; 0,7si 1,0 ml solgie etalon de lucru de fluoride sodiu. Se
completeaza apoi volumul cuzpidistilati pari la 2 ml. Tn continuare se procedaaa si
pentru proba de urin Cutiile bine Tnchise se introduc Tn eiua 58°-60°C, timp de 20 ore
pentru realizarea difuziei.

Se scot cutiile de la etawi Tn corpul cutiei unde s-a realizat pelicula deokid si
fixarea fluorului se introduc 2 ml apbidistilati, 4 ml acid clorhidric 0,05 Ni 4 ml lac
SPANDS-azotat de thoriu.Daf0’ se citgte extingia de la spectrofotometru la lungimea de
undi de 580 nm in cuva de 1 cm. Cu valorile extilor obtinute pentru proba martar
etaloane se traseaa curli.

Calcut mg F/dni=c/v
C =concentrga in pg fluor din proba de uéinuat in lucru;

V =cantitatea de urinluati Tn lucru, in ml;
Obs.:concentrga fluorului Tn uriri la 0 expunere normabe fluor este intre 0,5-1,5 mg/dm

Determinarea mercurului din usin

Generalityi: cresterea concenttegi mercurului in urid poate indica depozitarea de
mercur sau intoxiagée cu acest metal. Tafurezultatele sunt neconstatate, glygatrunderea



in organism mercurul digpand repede din sange in drirMai constangi cu valoare mai
ridicata pentru diagnosticul de expunere este determirtdgea pir si unghii.

Principiul metodei mercurul formeaz cu difeniltiocarbazona un complex colorat la
pH =1,5-2,0.

Reactivi:

-E.D.T.A-Na, soluie 0,1 N;

-acid sulfuric conconentrat d= 1,84

-acid sulfuric diluat;

-permanganat de potasiu, S@usaturat;

-galben de metanil, sala 0,1%;

-rosu de fenol, soltie 0,1%;

-ditizona, soluie stoc 0,1% in cloroform;

-ditizona soluie de lucru;

-soluie de hidroxilamigé 10%;

-soluia e splare;

-toluen pur;

-soluia etalon stoc pentru mercur;

-amoniac concentrat.

Recoltarea probelorurina se recolted@zdin prima emisiune de dimingasau urina
colectat in 24 ore (vasele in care se face recoltareaigdiioe chtite) cu solgie de acid
azotic (1:25%i apoi cu apa bidistilat

Mod de lucru intr-o capsul de potelan se introduc 50 ml udn5 ml HSO,
concentrat (d =1,8409i 15 ml soldie saturat de permanganat de potasiu. Seilueste
moderat pe baia de nisipri a ajunge la fierbere, acoperind vasul cu o&tel ceas, pénce
lichidul supernatant devine limpede incolor prezentand pe fundul vasului un precipita
brun. Daa precipitatul lipsgte inseaminca trebuie & se mai adauge sqie de permanganat
de potasiygi se contind incilzirea pag ce lichidul supernatant se decoloieaamplet. Dup
racire excesul de permanganat se Tdde@z cu hidroxilamina asligand pidtura cu
picatura pari la dispatia precipitatului brurgi apoi un exces de 5 ml hidroxilanginSe trece
proba cantitativ intr-o péalnie de separare, setegas pH-ul la 1,2-2,0 ga cum s-a atat la
determinare mercurului din agirse procededzn continuare la fel cgl la aer.

Calcut pg mercur/driurina = C x 20
C = concentrga in ug mercur din proba de utituati in lucru pg mercur/urina din 24 ore =
C x 20 X Vs
V24 = cantitatea de urincolectal in 24 ore, in litri.

Obs.:valoarea normala mercurului Tn urifheste de 30 pg/urina din 24 ore.

Determinarea mercurului dirip

Principiul metodei ionii de mercur in mediul acid formeazu difenilcarbazona un
complex colorat in portocaliu, ditizonatul de mearctare se extrage cu tolugnse poate
colorimetra.

Reactivisi material necesar



-acid azotic d= 1.44i soluii apoase de 2% 10% in volume;

-acid sulfuric d= 1,84i soluie apoas de 50% in volume,;

-hidroxid de amoniu sotie 25%;

-parmangant de potasiu sp&usaturat;

-clorurd stanoa®10% in HCI concentrat;

-galben de metalin saie apoas 0,1%;

-rosu de fenol 0,1;

-ditizona soluie stoc 0,1%i 0,5%;

-ditizom, soluia de lucru;

-clorhidrat cu hidroxilamia, soluie 10%;

-E.D.T.A.- sarea de sodiu;

-clorura stanoas soluie 10%;

-soluia de splare;

-soluie etalon stoc;

-apa bidistilati Tn prezent permanganatului de potasitidroxidului de sodiu.
Mod de lucru: in balonul cu fundul rotund de la aparatul d&ildit mercur se introduc

2 g pir, cdiva ml de ap bidistilati, 10 ml acid azotic, 10 ml &mxigenal si 2 ml cloruga
stanoas 10% in acid clorhidric. Se fixeabalonul la paragi se da drumul la foc foarte incet.
Se distileaZz aproximativ 1/2 at si se contind determinarea la fel ca la determinarea
mercurului din ap.

Determinarea plumbului in sénge

Generalitfi: plumbul se gseste in sdnge atat sub forma anorgarcétsi legat de

unele substae organice. Cea mai mare parte a plumbului dinesésg gseste in eritrocite.
Concentrga plumbului in sdnge neadndicgii cu privire la indigestiasi eliminarea lui in
organism, mai precis la cantitatea de plumb pe @ayanismul o fixeaz

Principiul metodei plumbul are proprietatea de a rgaca cu difenilcarbazona, in

mediul alcalin cu care formeazun complex colorat in o, ditizonatul de plumb,
colorimetrabil.

Reactivi:



-acid azotic (d= 1,40);

-acid azotic 1%i 0,05% in clorofrom;

-cloroform;

-ditizona 0,01%si 0,05% in cloroform;

-soluia tampon de citrat;

-soluia de splare;

-soluia etalon stoc pentru plumb;

-soluia etalon de lucru;

-acid tricloracetic 10%i 5%;

-acid percloric 70%.

Recoltarea:sangele se recolteaprin pungie venoas cu un ac sterilizat prin fierbere
n af distilat, pe fluorura de sodiu (0,1) ca anticoagulant.

Modul de lucru: 10 ml de sdnge bine omogenizat se introduc répaubeta de
centrifugi de 50 ml In care se affl0 ml aj bidistilati. Se amestécbine cu o bagh&tde
sticla pentru a se realiza hemoligisapoi se adaugl0 ml acid tricloracetic 10%, gitura cu
picatura sub agitare contiriiu Se lag apoi o o#i in repausi se centrifugheaizla 3000 turdi,
timp de 5'. Supernatantul se trece intr-o capsalaatelan. in eprubeta de centrifuge mai
adaug 10 ml acid tricloraceti. Se adaudgp ml acid azotic 5%si se amestec bine
centrifugadu-se din nou. Supernatantul se sejpaaceesi capsud. Peste fragunile extrase
n tricloracetic se adadd ml acid azotic concentrat (d = 1,42)se indlzeste pe baia de
nisip paml raman aproximativ 5 ml lichid. Dupce s-a &cit se adaug0,5 ml pa# la uscare.
Daci reziduul nu este alb se mai adadgml acid azotigi 2-3 picituri de acid perclorigi se
evapoa din nou la sec. Se repatperaia pari ce reziduul este perfect alb. Se adiaagoi 2
ml api bidistilati si se evapar iarasi para la sec. Peste reziduul uscat se adal@ml acid
azotic (1 :25)%i apoi coninutul se trece cantitativ intr-o palnie de separ potiuni mici de
apa bidistilat (s nu depgeasé volumul final 40 ml). Se ada&dl5 ml solyie tamponsi
daci proba se tulbdrse mai adaugsoluie tampon péila limpezirea complét

Paralel se face o pratmartor folosind 15 ml acid tricloracetic care smdaz la fel
casi proba. In continuare se proceda&ézfel pentru determinarea plumbului Trigpaer.

Calcul : pg Pb/100 ml sdnge = C x 10
C = concentrga in pg Pb din proba de sange it lucru;

Obs.:valoarea normala plumbemiei este de 30 pg/100 ml sange.

Determinarea plumbului in ugin

Generalitiyi: plumbul Tn urid se gsete sub formi de combingi organice si
anorganice. Concentia plumbului din urid ne poate da unele indigacu privire la
impregnarea organismului cu plumb.

Principiul metodei: plumbul are proprietatea de a fieaa cu ditizona, in mediu
alcalin cu care formeaain complex colorat in sa, ditizonatul de plumb, colorimetrabil.

Reactivi:

-acid azotic (d= 1,40) ;

-acid azotic 1%i 0,05%;

-cloroform;

-ditizona 0,01%si 0,05%;



-soluia tampon de citrat ;

-soluia de splare;

-soluia etalon stoc;

-soluia etalon de lucru;

-permanganat de potasiu, Setusaturat;

-soluie de hidroxilamigt 10%.

Recoltareaurina se recolteazn vase bine sjlate cu detergend clatite cu o solgie
de acid azotic 1:1Qi cu ap bidisitlati. Recoltarea urinei se face din prima emisiune de
diminega sau din urina colectain 24 de ore.

Mod de lucru:intr-o capsul de potelan se introduc 25 ml udrsi se adaug 2,5 ml
acid azotic (d = 1,42i 8,5 ml soldie saturat de parmanganat de potasiu. Seilusste pe
baia de nisip, moderat, pare lichidul supernatant devine limpesgieincolor. Pe fundul
vasului trebuie spersiste un rest de precipitat brun. Tn caz cosganai adaugcdiva ml de
permanganat continuadu-sedlzirea. Dupa racirea patiala a soldiei, se trateazexcesul de
permanganat cu hidroxilaminpadiugandu-se pitura cu picitura para la dispariia complet
a precipitatului bruri apoi un exces de 2 ml. Paralel cu proba de wintace un martor cu
api bidistilati si care se lucre@azin aceleg condiii casi proba.

Se trece continutul din capsutantitativ intr-o palnie de separare cutjpmi mici de ag
bidistilati sa nu defiseasd 40 ml. Se adaudgl5 ml solgie tampon pén la limpezirea
comples.

Calcul: pg Pb/dm urina= c/v-Vas
C= concentrga in pg Pb din proba de uituat in lucru
V= cantitatea de urinluati Tn lucru, in ml
V.= cantitatea totélde urina elimindtin 24 de ore in ml
Obs.:Valoarea norméla plumbului in uria este de 50 pg/urina/24 ore.

Determinarea enzimeai amino-levulinic
Dehidraza (ALA-dehidraza)

Generalitifi: enzima ALA-dehidraza intervine in biosinteza hemuh etapa de
cuplare a celor daumolecule de acid molecule de acidamino-levulinic pentru a forma
porfobilinogenul, precursorul nucleului porfirinidctivitatea acestei enzime este inhibat
cazul expunerii organismului la plumb.

Principiul metodei: activitatea ALA-dehidrazei se deterrinprin dozarea
colormetrié a porfobilinogenului din sange inainfedupa incubarea séngelui total cu acid
amino-levulinic ca substrat.

Reactivi:

-acidA amino-levulinic 0,01 M;

-reactiv;

-deproteinizant: acid tricloracetic 10%;



Recoltarea probelorsangele se recolteaprin pungie venoas pe heparia.

Mod de lucru:in 2 eprubete de centrifagare se notedazcu Psi M se introduc in
fiecare cate 0,2 ml sdnge heparinigal,3 ml a@ bidistilati, se amestécusor si apoi se
introduc intr-o baie termostat la 37°C timp de fi6htru realizarea hemolizei. In eprubeta P
se introduce 1 ml acid amino-levulinic (substrat) iar in eprubeta M 1 awld tricloracetic,
se agit si apoi 1 ml acidA amino-levulinic. Ambele eprubete e la incubat timp de 60’ la
37°C. Dup incubare se adadigi n eprubeta P 1 ml acid tricloracetic. Se ceagfifeaz
ambele eprubete la 3000 rpitaimp de 10'. Se ia din supernatant cate 1singe introduce in
alte 2 eprubete peste care se addugl reactiv Ehrlich.

Calcul: unitati ALA-dehidraza/ml eritrocite = 12,5 X¢&— B/ % hematocrit x1000
Eso= valoarea extintei probei din eprubeta P.

Eo= valoarea extingei din eprubeta M.
Obs.: se considér ca valori normale pentru activitatea ALA-dehidia2® unititi/l de
eritrocite.

Determinarea hematocritului
(volumul eritrocitelor)

Principiul metodei:sangele se centrifugheiag se separ eritrocitele de plasiiar
prin evaluarea raportului cantitativ intre ele bgr@ volumul eritrocitelor.

Reactivigsi material necesar

-centrifuga;

-anticoagulant-heparina;

-material pentru recoltarea sangelui prin gianeenoas;

-hematocrit.

Recoltarea probei de sangsangele se recolteaprin pungie venoas heparina (o
picatura de heparia este suficieritpentru 5 ml sange).

Mod de lucru:séangele se introduce in hematosgrise centrifugheaizla 4000 rotatii
timp de 20'. Dup centrifugare se #soa#n inaltimea ,h” a coloanei de eritrocitg Tnaltimea
,H” a coloanei totale de sange. Datibul este gradat Tn mm se face citirea direati da
este gradat, #itimea se rissoati cu ajutorul unei rigle.

Calcul: hematocrit% =100 x h/H.



h= Tniltimea coloanei de eritrocite, in mm;
H= Tnaltimea coloanei totale de sange, in mm;
Obs.:valori normale ale hematocrituluiztbai 44,9%; femei 40,7%.

Determinarea acidului amino-levulinic Tn uria

Generalityi: casi coproporfirinele, concenttia acidului delta-amino-levulinic cste
in urind in expunerea organismului la concetitrarescute de plumb in urma pertéinip
biosintezei hemului prodasie prezeta plumbului.

Principiul metodei:acidul A amino-levulinic se sepadin urira prin rginerea lui pe o
coloari cu rsini schimhitoare de ioni, cationicsi determinarea colorimeticcu reacticul
Ehrlich.

Reactivigsi material necesar:

-hidroxid de sodiu 1 N;

-acid clorhidric 1 Nsi 2 N;

-tampon acetat, pH = 4,6;

-acetat de sodiu 2 M;

-acid acetic glacial;

-acid acetic solge 1 Msi 0,2 M;

-acetilacetoan,

-acid percloric 70%;

-rasina cationici DOWEX 50 - x 8, granutée 200-400 mesh forma’H



-rasina anionic (pentru indefrtarea porfobilinogenului)asina DOWEX 2- x8 sau
DOWEX 1- x8 cu granulga de 200-400 mesh sub fafrde acetat;

-reactiv Erlich.

Recoltarea probelorurina se recolte@zdin prima emisiune de dimingasau din
urina colectat in 24 oresi se lucreai cat se poate de repede.

Mod de lucru:cele 3 coloane sa@az una deasupra celeilalte avandgda deasupra
si fie coloana anionic Se introduc in coloane 8 mlapidistilat si se gteapt si treaé
complet prin cele daucoloane [in coloana aniois-a rginut porfobilinogenul iar Tn cea
cationia acidulA amino-levulinic (ALA)].

In coloana cationit se introduc 7 ml acetat de sodiu 1 M care estespintr-o
eprubei gradai de 10 ml. Se completeazolumul la 10 ml cu solie tampon de acetaitse
adaug apoi 0,2 ml acetilacetédnse agi bine eprubeta se adaug ml reactiv Ehrlichsi se
amestet bine. Se lasin repaus 15’ apoi se cjte extingia la spectrofotometru la lungimea
de und de 553 nm in cuva de 1 cm. Citirile se fatifde un martor preparat din 2 mlaap
bidistilata si 2 ml reactiv Ehrlich.

Calcul: mg ALA/dm® urina =Es3 x 47,6.

Valoarea normal a aciduluiA amino-levulinic in urii este de 5,2 mg/urina din 24
ore.

Determinare porfirinelor urinare

Generalityyi: perturbarea biosintezei hemului este unul din tefec toxicittii
plumbului evidegiati prin creterea excrgei urinare de coproporfiringi acid A amino-
levulinic.

Principiul metodei: porfirinele urinare sunt extrasg aduse in solie cu acid
clorhidric apoi se msoak extingia la lungimea de urdmaximi a bandei de absarb
caracteristig porfirinelor. Concentnga porfirinelor se calculedzpe faza coeficientului de
extingie molar.

Reactivi:

-acid acetic glacial;

-eter etilic;

-acetat de etil;

-acid clorhidric solgie 0,1 Nsi 0,5 N;

-soluie de iod 0,1 N;

-tiosulfat de sodiu, sofie 0,1 N.

Recoltarea:urina se recolted@zdin prima emisiune de dimingiasi se pistreaz cel
mult 3 ore ferid de lumiri, sau urina colectat in 24 ore n care se atldugl toluen pentru
conservare.

Mod de lucru:intr-o palnie de separare se introduc 5 mlagiri ml acid acetic.



Daci proba de urina este proasf) se oxideax prin adiugarea a 5 pituri de soltie
de iod iar excesul se indefeaz prin adiugarea a 5 pituri de tiosulfat. Probele colectate in
24 ore nu se mai oxideazSe adaugy30 ml eter etilicsi se agit bine proba timp de 3. Se
sepaid stratul de uria in alti palnie. In prima palnie se addude 2 ori cate 5 ml de ap
bidistilata si stratul apos se sepiatot in cea de-a doua palnie.

Peste stratul eteric (palnia 1) se adapgtiuni succesive de cate 1 ml de HCI 0,1 N
agitand de fiecare dapalnia cate 1’ iar extraide acide sunt unite intr-o epruliegradai de
10 ml. Sunt suficiente 4 extrgiccu acidsi se completea@izvolumul pami la 5 ml cu acid.
Daci concentrga porfirinelor este prea mare, culoarea extrasal@ o nuagd roz. Se
continui extragia cu acid paince ultima fragune extras nu mai prezirit fluorescer rosie
la lumina ultraviolet si In acest caz volumul final se completegéri la 10 ml cu acid. In
extrasul acid sunt cginute coproporfirinele.

In palnia a doua n care sezafirinasi apa de sglare se adadg30 ml acetat de et
se agit palnia 3'. Se indepteaz faza apoasiar stratul de acetat de etil se spaé 3 ori cu
cate 5 ml ap bidistilati. Fragiunile apoase se elimin Peste acetatul de etil se introduc
portiuni de cate 1 ml HCI, 0,5 Bl Tn stratul acid sunt extrase uroporfirinele. Kiatle acide
sunt unite intr-o eprub®etgradai de 10 mlsi se completeaizvolumul pai la 5 ml acid
clorhidric 0,5.

Extinctia extraselor acide seaspad la spectofotometru la mai multe lungimi de &nd
si anume: 380 nm, 401 nm, 405 nm.

Calcul: ug coproporfia/dm? urina =[2Enax —(EssotEzg)]V/V 1°817.

Emax= valoarea extigei la 401 nm;
Esso= valoarea extigei la 380 nm pentru interferegs
Ess= valoarea extigei la 430 nm pentru interfergs
V= cantitatea fina a extraselor acide (in ml);
V1= cantitatea de urinluat in lucru, Tn ml;
g uroporfirine/dm urina=[2Eax —(Esso+Eaz0)]V/V 1-831.
Emac= valoarea extingei la 405 nm.
Obs.: -pentru exprimarea rezultatelor la urina din 24 e@oncentrga aflat la litru se
raporteaz la volumul de uria din 24 ore.

-pentru okinerea extingei maxime se fac citiri in zona intre 396-410 rdim 2 in 2
nm;

-valorile normale ale coproporfirinelor urinarensde 120 pg/urina din 24 ore;

-valorile normale de uroporfirine urinare suntafepg/urina din 24 ore.



Determinarea carboxihemoglobinei

Generalityyi: oxigenul si oxidul de carbon concuredazpentru aceea parte a
hemoglobinei, dar afinitatea pentru oxidul de caradhemoglobinei este de 210 ori mai mare
decat pentru oxigen. De aceea intr-o atmasfesluat cu oxid de carbon, oxigenarea
tesuturilor este deficitardin cauza crgerii procentului de carboxihemogloliirDac nivelul
carboxihemoglobinei este sub 10% din hemoglobinalitopresiunea péala a oxigenului
arterial este normal totwsi la concentrga de 4-10% s-au semnalat modificfiziologice.
Cand carboxihemoglobina reprezi6% din hemoglobina totglsurvine moartea.

Principiul metodei:oxidul de carbon eliberat din caroxihemogldbiaduce soltia de
clorura paladoas propotional cu concentte@ oxidului de carbon. Excesul de clatur
paladoas se determif colorimetric cu iodura de potasiu:

PdCL+ CO + HO —Pd + CQ + 2HCI

PdC} + 4IK—[Pdl4]K, + 2KCL

Reactivisi material necesar:

-clorura paladoas;

-hemolizant de fericiandgy

-iodura de potasiu, sotie 20%;

-celula de microdifuzie;

—celula se inchide ermetic cu un dop rodat.

Recoltarea probelorsangele se recolteaprin pungie venoas intr-un tub mic n
care s-a introdus Tn prealabil cca. 10 mg oxalasaldiusi o bila de stick, umplandu-se
complet. Se astdpcu un dop de cauciudrh a ksa bule de aer in interigrse omogenizeaz
prin rasturnare de 10-15 ori. In felul acesta proba séepgistra 24 ore la rece.

Mod de lucruexact 1 ml din clorura paladdase introduce in compartimentul central
al celulei iar in cel periferic se introduc 5 mhin@izant de fericianuir

Se nisoan exact 1 ml sangsi se introduce in compartimentul periferic apoi se
inchide imediat celula. Se amesitdchidele din compartimentul periferic prin rotiru



multa atenie. Se las celula la temperatura camesela intuneric paia doua zi (minimum 6
ore).

Se pipeteazcu grif, lichidul din compartimentul central intr-un balootat de 50 ml,
filtrandu-l. Se spal apoi cu pogiuni mici de ag bidistilati para ne-am asiguraticam trecut
tot continutul. Se adaugapoi in balon 10 ml de IK 20% se completedizla semn cu ap
bidistilat.

Paralel cu proba se face un martor in care senpmmai reactivii ira sange. Se
masoat extingia probeisi a martorului la spectofotometru, la lungimea dekude 50 nm in
cuva de 1 cm.

Calcul: mg PdC} redus= Es— E/Es
Es= valoarea extingei martorului;

E,= valoarea extingei excesului de clordrpaladoas ramagi Tn prok;
g COHb % din Hb total= g COHb/100 ml sange/ g Hb tatdl00 ml sdnge x 100.

Obs.: valoarea normala COHb este de 1,5% din Hb tdtadentru nefuritori si de
10% din Hb total pentru funitori.

Determinarea oxidului de carbon din aerul expirat

Principiul metodei:aerul expirat se trece printr-un tub Dréger caeecaumplutui de
1,0s5. Oxidul de carbon reduce pentoxidul de iod la @ementar care coloreain brun
suportul alb.

Material necesar:

-0 pungi de PVC pred#zuti cu un tub de cauciuc la care estes@iao clemasi se
termir cu un tub de stig|

-aparatul Drager,

-tub Drager pentru oxid de carbon.

Recoltarea probelorsubiectul este scos din atmosfera paluat oxid de carbosi
este pus sa fa@-3 inspiraii si expiraii. Inspira apoi profund, se méine in apnee 20” dup
care sufi fortat aerul intr-o punga de PVC care se astupasbsetranspoitin laborator. Se
atgeaz la punga de PVC, pompa Drager la care aste fixdtiln Drager pentru a determina
oxidul de carbon. Se aspiaerul din pung cu ajutorul pompei pdincand stratul alb din tubul
Drager incepe asse imbruneze, oprind pomparea cand imbrunaretulsira ajuns la o
diviziune exact. Setine cont de nuiirul de pomgri care s-au efectuat. Se citesc diviziunile
de pe tub p&unde s-a imbrunat suporiilse calculeaz oxidul de carbon dupindicaiile
date in prospectul aparatului. Cunoscand cantitdéeaxid de carbon din aerul expirat in
ppm, se poate determina carboxihemoglobina, proeémdin hemoglobina total dup
formula: COHb% din Hb totala= ppm CO/ 5



Determinarea hemoglobinei totale

Principiul metodei:hemoglobina este oxidate fericianut la methemoglobina care
cu cianura de potasiu trece in cianmethemogloBinaste derivatul cel mai stabil al
hemoglobinei al &rei coeficient molar de extiie este stabilit.

Reactivi:soluia Drabkin: 0,14 g fosfat monopotasic, 0,05 g crarde potasiu, 0,2 g
fericianuti de potasiu K[Fe (CN)] se dizoha in c&iva ml ap bidistilat. Se filtreaz printr-

o hartie de filtru cantitatly se adaugin filtrat 0,5 g saponit) se agi si se pistrea la rece
si In stich brur.

Recoltarea sangelusangele se recolteaprin pungie venoas sau din capilare pe un
anticoagulant.

Modul de lucru:intr-o eprubet se introduc 5 ml reactivi Drabkigi 0,02 ml sange
bine omogenizagi masurat cu micropipeta care se desgantroducand pipeta n lichidifa
a barbota. Se mai spalde 2-3 ori pipeta cu reactiviri a produce barbotare. Se
omogenizeaz proba prin scuturarg dupa 10’ se niasoak extingia la spectrofotometru la
lungimea de unidde 542 nm fdi de reactivul Drabkin ca martor, in cuva de 1 cm.

Calcul: g Hb tota#i/ 100 ml sdnge=4z, x 36,8

Obs.: coeficientul molar de extinie se poate determina da@vem solyi de
hemoglobira standardizatdupa formud: K= conc. Standard a Hb/ extine

-concentrga standard a Hb este insdripe fiok. In lipsa standardului de Hb se
foloseste coeficientul molar de extitie 36,8;

-valori normale pentru Hb sunt: lamai — 14-16,5/ 100 ml sange; la femei — 13-
/100 ml sange.



Determinarea methemoglobinei

Generalitgi: nitratii  si nitritii din mediu Tn concentfee crescut pot da
methemoglobinemii la copii p&ra varsta de 1 an dmiti artificial. Implicatii in oxidarea
fierului din hemoglobia pentru formarea methemoglobinei sunt tiitrin api Tnsi nitritii se
gasesc in concentfia mici din cauza labilitii lor care Tn prezenta oxigenului tregon in
nitrati iar absera acestuia face ca ei se redug la amoniac. Nitrai in apa pot atinge
concentrdi crescutesi foarte crescute iar la nivelul tubului digestiV @piilor mici au
posibilitatea 8 se redug la nitriti, datorit florei redudtoare abundente ce exidb acest
nivel.

Alte cauze care determiinsusceptibilitatea copiilor la methemoglobinemiinsu
labilitatea hemoglobinei de a trece maiou in methemoglobify volum mic de sange,
echipamentul enzimatic oxido-redibier, de la nivelul eritrocitelor slab dezvoltat,
concentrarea nitggor din api prin procesul fierberisi prezena de lapte praf a unei caititit
crescute de flora rediitoare.

Principiul metodei:methemoglobina se transfatrin cianmethemoglobincare e mai
stabik si are un coeficient molar de extiie bine stabilit la lungimea de uhdie 630 nm.
Prin diferema dintre valoarea extigiei Tnaintesi dupa aciugarea cianurii se ¢ibe cantitatea
de methemoglobin

Reactivi

-soluii tampon de fosfgcu pH=6,6;

-soluia de cianut de sodiu sau potasiu neutralizat

-acid acetic 12%;

-fericianut de potasiu 20%;

-soluie de amoniac 25%;

-oxalat de sodiu, cristale;

-saponim, substati.

Mod de lucru:sangele se recolteadin deget intr-un tub mic de stiche oxalat de
sodiu.

intr-o eprubet se introduc 10 ml solie tamponsi se adauf 0,1 ml sange
desdrcandu-se bine pipeta prin refulare de 2-3 ori dfutea tampon. Se amestedine



coninutul eprubetei apoi se ada@ugproximativ 0,1 g saponirsi se agit eprubeta timp de 5’
pentru realizarea hemolizei.

Se citagte extingia la spectrofotometru, la lungimea de &k 630 nm in cuva de 1
cm drum optic. Dup citirea extingiei se adaug) direct in cud o picitura de cianui
neutralizal, se amestéichine cu o baghe&tde stich si dupa 2’ se citgte din nou extinga la
aceeai lungime de unil

Calcul: (A-B) - 65= g% methemoglobin
A= valoarea extingei inainte de atligarea cianurii;

B= valoarea extingei dup adiugarea cianurii;
65= coeficient extrge molar.

Determinarea colinesterazei din sange

Generalitfi: activitatea colinesterazei din sange este sensiflleniati de unele
substare toxice cum ar fi pesticidele organofosforice.eEsidicat 8 se determine acega
proka de sange atat activitatea colinesterazei dinoeitate cagi cea din plasm

Principiul metodei: prin masurarea aceticolinei hidrolizadup incubare cu sange
total se poate aprecia activitatea colinestera2eetilcolina @masi dup incubare se
determird colorimetric prin reaga cu hidroxilamina cu care formeaacetilhidroxilamina
care cu clorura fericda un complex reu, foarte stabil. Pentru a diferem activitatea celor
dowa colinesteraze se fologe un inhibitor specific pentru pseudocolinesteraaumit
diparcol.

Reactivi:

-tampon barburic pH = 7,4;

-clorhidrat de dietilamino-etil-fenotiazin

-acid tricloracetic 10%;

-soluia stoc de clorurde acetilos;

-soluia de lucru de acetilcolin

-NaOH soldie 3,5 N;

-HCI soluie 4 N;

-hidroxilamira hidroclorics;

-soluie alcaliri de hidroxilamir;

-clorura ferica.

Recoltarea probei de séngesangele se recolteazpe heparia sau pe alt
anticoagulant.

Mod de lucru:se nisoad 0,2 ml sangesi se dilueaz cu 1,8 ml ap bidistilat,
realizandu-se o ditie de 1/10, se agitbine pentru a se face hemoliza. Se citesc aitnta
spectrofotomentru la lungimea de é@nde 520 nnm in cuva de 1 cmifade martorul de
reactivi.

Calcul: activitatea colinesterazei se expiifim pug acetiloa hidroliza& intr-o ot la
38°C de 1 ml sange total.

Colinesteraza tota+ E-E/ E- 100.

Colinesteraza globular=E-E,/E - 100.

Colinesteraza plasmatiiccolinesteraza total- colinesteraza globukar

E= valoara extingei etalonului E.



E;= valoarea extingei colinesterazei totale.
E,= valoarea extingei colinesterazei globulare.
Obs.: valori normale: -colinesteraza globataB4,5;

-colinesteraza plasmaiic 16,8.
Raportul colinesteraza globusacolinesteraza plasmaiic 0,66.
Colinesteraza globularse poate raporta la numirul de eritrocite/mm
Colinesteraza globulaimm®sange total / coliesteraza (in milioane).

Determinarea cromului din sange

Generalityyi: cromul hexavalent are o toxicitate credccbmparativ cu cel trivalent,
absorbindu-segor pe cale digestiy respiratoriesi prin piele. Este responsabil de frecigen
crescui a cancerului pulmonar.

Principiul metodei: dupa mineralizarea sangelui cromul hexavalent forrieaa
difenilcarbazina un complex colorat in roz-violace érui intensitate este propgnaki cu
concentrga cromului.

Reactivi

-HzSO4d = 1,84;

-acid percloric 60%;

-acid azotic d= 1,40

-NaOH 10 N;

-permanganat de potasiu 0,1 N;

-azidi de sodiu 5%;

-fosfat monosodic (NajPQ, - 2H,0) 60%;

-difenilcarbazii 0,1% in alcool etilic;

-albastru de timol 0,4%;

-bicromat de potasiu sale standard.

Mod de lucru:5 ml de sange total se introduc intr-un flacore&mayer peste care se
adaug 1 ml acid sulfuric, 2 ml acid percloric, 1,5 mli@zoticsi 2-3 perle de stidl Se
acopei cu o stich de ceasi se ndlzeste pe baia de nisip parse oljine culoarea maronie.
Se mai introduc cateva pitri de acid azotic cand are loc o rg@acenergid. Se repet
adaugarea de acid azotic panand nu mai are loc reige Se pune proba direct pe fiat
pentru indepartarea vaporilor albi de acid percloB8e adaug10 ml af bidistilat si se
continu fierberea pe git Se Aceste si apoi se adaugo picitura de indicator albastru de
timol si hidroxid de sodiu pa@nla culoarea roz. Se ada@u@,5 ml permanganat de potasiu
se introduce proba in baia deida 80°C. Dag culoarea roz a permanganatului a aiigpin
10’ se mai adaug0,3 ml permanganat se contind fierberea 20'. Se scoate proba din baie
si se adaug azidi de sodiu pigtura cu picitura pari la decolorarea compketSe introduc 2
ml fosfat monosodic, pentru ind@farea interferegei fierului si 1 ml difenilcarbazia. Dupa
5’ se citate extingia la un spectrofometru la lungimea de uide 540 nm in cuva de 1 cm.

Calcul: pg Cr/100 ml sange= C/V100.

C= concentrga in pg Cr din proba de sange Hiat lucru.

V= cantitatea de sange laah lucru in ml.

Observaii: valoarea normala cromului Tn sadngele total este de 10 pg/100amjs.



Determinarea arsenului diam

Generalityi: arsenul este un toxic cumulativ. O expunere arosgaului la un mediu
poluat cu arsen facdi €reasa concentrdga acestui element atat in sdnge g¢an urini. Un
test mai fidel al expunerii la arsen 1l constitdegerminarea lui in firele deip

Principiul metodei:proba de fr se mineralizedzsi arsenul se determircolorimetric
cu dietildicarbamatul de argint.

Reactivi:

-alcool etilic;

-eter etilic;

-acid azotic d=1,40;

-acid percloric 70%;

-acid clorhidric 20%;

Mod de lucru:aproximativ 3 g pr tiiat cat mai aproape dédacina setin 3-4 ore in
eter etilic pentru degresare. Se filtri&égzse spal bine cu ap si detergent, apoi seateste cu
api bidistilat si in final cu alcool etilic. Se usida temperatura camerei intre ddartii de
filtru. Dupa uscare se céairesc exact 2 ggp, se introduc intr-un flacon Erlenmayer, peste
care se adauaglO ml acid azotic concentrat. Se acapersul cu o stid de ceas, se Talkzeste
pe baia de nisip pérscade volumul la 2-3 ml. Dépacire se introduc 5 ml apbidistilati si
10 ml acid azotic concentrat. Se coniifincilzirea pe baia de nisip péwe lichidul devine
limpede, galben paii nu mai emite vapori bruni. Damu s-a ajuns la acest stadiu se mai
adaug caiva ml ap bidistilata si 2-3 ml acid azotigi se contind fierberea cu grij ca 4 nu
se carbonateze. Sdéceste probasi apoi se adaugl ml acid percloricsi 2-3 ml ap
bidistilati. Se contina Tncalzirea vasului acoperit cu sticla de ceas @& decolorarea
complet. Se ia sticla de ceag proba se inidzeste pamd la evaporare la sec. Pentru
Tndepirtarea urmelor de acid percloric se reia rezidwPReB ori cu cate 5 ml &poidistilat
si se evapar. Reziduul trebuieasfie cristalinsi perfect alb. Se trece reziduul, cantitativ, cu
10 ml acid clorhidric 20% in generatorul aparatulei determinat arsengl se continé
determinarea.

Calcul: pg As/100 g fr = C/g- 100

C= concentrga in pg As din proba deipluat in lucru;

G= cantitatea degp luati in lucru, in g.



Determinarea arsenului in sange

Principiul metodei proba de @ se mineralizeaisi arsenul se determircolorimetric
cu dietildicarbamatul de argint.

Reactivi:

-alcool etilic;

-eter etilic;

-acid azotic d=1,40;

-acid percloric 70%;

-acid clorhidric 20%.

Mod de lucru:se recolteazsangele venos pe fluorura de sodiu. Ssaa# exact 10
ml sangesi se introduc intr-un flacon Erlenmayer peste csgeadaugy 10 ml acid azotic
concentrat. Se fierbe pe baia de nigipse procededizin continuare ca la determinarea
arsenului din pr.

Calcul pg As/100 ml pr = C/g- 100.

C= concentrga in pg As din proba de sange;

G= cantitatea de sange la&n lucru, in ml.

Obs.:cancentrda normai a arsenului din sange este de maximum 10 pg/100 ml



Determinarea arsenului Tn ufin

Principiul metodei proba de @ se mineralizeaisi arsenul se determircolorimetric
cu dietildicarbamatul de argint.

Reactivi:

-alcool etilic;

-eter etilic;

-acid azotic d=1,40;

-acid percloric 70%;

-acid clorhidric 20%.

Mod de lucru:se recolteazurina din 24 ore. Se iau 200 ml urigi se introduc intr-un
flacon Erlenmayer peste care se adalig ml acid azotic concentrat. Se fierbe pe baia de
nisip si se procededzin continuare ca la determinarea arsenuluifn p

Calcul: pug As/dni = C/V -1000.

C= concentrga in pg As din proba de utiuat in lucru;

V= cantitatea de urinluati in lucru, Tn ml.

Obs.: concentrga normad a arsenului in urihse considera a fi de 15-60 pg Asfdm
sau 100 pg As/urina din 24 ore.



