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MICROMETODA PENTRU DETERMINAREA LIPIDELOR
TOTALE DIN SER

dr. M. Kerekes, Maria Ardeleanu

Pinid nu de mult, determinarea lipidelor serice a intimpinat dificul-
tati considerabile. Metodele exacte, ca de ex. cea gravimetrica, sint foarte
laborioase, necesiti cantititi insemnate de ser si solventi organici, nu pot
fi executate in serii mari. Tehnicile mai simple (turbidimetria, metoda
Swahn) s-au dovedit a fi putin reproductibile si nu permit deci decit o
orientare sumara.

In ultima vreme, determinarea constituentilor lipidici din serul san-
guin a dobindit o importantd deosebitd, datoritd perturbarii metabolis-
mului lipidic, intervenitd in cursul cardiopatiei ischemice. Una din me-
todele de screening in aceastd afectiune o constituie tocmai determinarea
lipidelor totale din ser. Tehnicile folosite azi aproape exclusiv pentru
acest scop sint cele care au la baza reactia sulfofosfovanilinica (1, 2, 3,
4, 5, 6, 7). Reactia este foarte sensibild, simpld si suficient de precisa.
Totusi, variantele uzuale prezinti unele inconveniente. Astfel, se impune
pipetarea repetatd a unor lichide viscoase (acid sulfuric si fosforic), iar
durata de dezvoltare a culorii este relativ lunga (30—40 min). Deseori
culoarea formati nu este suficient de stabila.

Ne-am propus si elimindm aceste neajunsuri i, in acelasi timp, sa
inlocuim acidul fosforic cu un reactiv mai usor accesibil.

Descrierea metodei

Metoda elaborati de noi are la baza tot reactia sulfofosfovanilinica,
acidul fosforic insi este inlocuit cu o solutie de fosfat monopotasic in
acid sulfuric. Acest reactiv formeazi o culoare roz-violetd cu substantele
lipidice din serul incalzit in prealabil cu acid sulfuric.

Reactivi

1. Acid sulfuric concentrat ch.p. (d = 1,83—1,84).

2. Reactiv de culoare: 5 g fosfat monopotasic (KH.PO4) se dizolva
in 90 ml acid sulfuric concentrat. Dupi dizolvarea completi, acidul se
toarnd cu grija in 70 ml apa distilata, agitind vasul si racindu-l cu apa.
Dupa ricire, in solutie se dizolvd 240 mg vanilina. Reactivul, de culoare
galbend, se pastreazi in sticlid perfect curati, bine inchisi, la frigider.
Se conserva timp de o luni. In caz ci reactivul are o nuanti roz, nu se
va mai folosi.

Se recomandi scoaterea cantitdtii necesare pentru determinari in-
tr-un cilindru gradat sau eprubeta, evitind astfel introducerea cu pipeta
in reactiv a unor eventuale impurititi lipidice.

3. Standard: 75 mg colesterol se dizolvd prin incilzire usoari in
aprox. 70 ml acid acetic glacial, iar dupa ricire la temperatura camerei,
se completeazd la 100 ml cu acid acetic glacial. Aceastd cantitate de co-~
lesterol, produce o culoare identicd cu cea produsi de lipidele serice in
concentratia de 1000 mg%o.
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Tehnica

Inainte de determinare, serul se dilueaza: la 0,9 ml ser fiziologic se
adaugi cu o micropipetd 0,1 ml ser. Se lucreazi cu trei eprubete, proba,
standardul si proba in alb, dupa schema:

Proba Standardul Proba in alb

Ser diluat (1:10) ml 0,1 — —_
Standard ml — 0,1 —_
Apa distilatd ml — — 0,1
Acid sulfuric cone. ml 1,0 1,0 1,0
Se agitd si se tine 10 min. 1a 100° (api in fierbere)
Reactiv de culoare ml 4,0 4,0 4,0

Se agitd puternic si se tine 5 min. la 100°

Eprubetele se introduc in apa de robinet (intr-un pahar sau alt vas)
si, dupa ricire, se fotometreazi in cuvi de 1 em la 525 nm, fatd de proba
in alb. Daci se folosesc alte fotometre (IOR, Pulfrich, fotocolorimetre
electrice), se intrebuinteaza filtrul corespunzitor (S 53 etc.).

Calcul

extinctia probei

Lipide totale mg% = X 1000.

extinctia standardului
Intrebuintind un spectrofotometru, se poate renunta la executarea

standardului, calculind rezultatul prin inmultirea extinctiei cu un factor:
Lipide totale mg% == extinctia probei X 1400.

Observatii

Se va avea grija ca in timpul incilzirii s& nu cadi stropi de apd in
eprubetd (se va aplica eventual un dop de vati).

In cazul unor concentratii care depidsesc 1500 mg%, determinarea
se repetd cu 0,05 ml ser diluat, iar rezultatul obtinut se inmulfeste cu 2.

Valori normale: 550—750 mg%.

Rezultate gi discutii

Cu metoda descrisi, am efectuat peste o mie de determinari. Valorile
normale au fost stabilite la 206 donatori de singe, practic sdnatosi, obti-
nind o medie de 626 + 21,3 mg%. 90 % a valorilor au fost cuprinse intre
550—750 mg%. Ele coincid de altfel cu limitele acceptate in general ca
normale (8). Reproductibilitatea metodei este foarte buni: executind 10
probe paralele cu acelasi ser, am obtinut rezultate practic identice
(683+4,1).

Precizia metodei a fost controlati, comparind-o cu metoda Fast-
abend-Handloser (3) si o metodd gravimetricd (9), gisindu-se o buni
concordanti cu ambele. Efectuind determinarea lipidelor totale din seruri
standardizate (Precilip-Boehringer), am obtinut wvalorile indicate cu o
diferenti de sub 1%!

Trebuie evidentiatd stabilitatea deosebitid a culorii. Ea atinge inten-
sitatea maxima dupi cele 5 min. incalzire la 100° i rimine practic con-
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stantd timp de mai multe ore, ceea ce asigurd executarea comoda si pre-
cisd a determindrilor in serie.

Reactia se desfisoard intr-o singura eprubeti, transferul lichidelor
viscoase fiind eliminat. Un alt avantaj il constituie folosirea pentru eta-
lonare a colesterolului, usor accesibil. Prin dezvoltarea culorii la cald,
durata determindrii se scurteazi in mod considerabil fatd de tehnicile
uzuale (20 min. fatd de 45 min.), realizindu-se astfel o economie impor-
tantd de timp. In sfirsit, nu este lipsit de importanta nici faptul c&, prin
folosirea fosfatului monopotasic se eliminid acidul fosforic mai costisitor.

Concluzii

1. Metoda propusd, in comparatie cu cele folosite in mod curent, se
distinge prin simplitatea si rapiditatea executiei, precum si prin folosirea
unor reactivi usor accesibili.

2. Metoda poate fi executatd in serii si se preteazi in mod deosebit
pentru efectuarea de screening, in vederea determinirii hiperlipemiilor.*

Sosit la redactie: 1 noiembrie 1976.
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CERCETARI PRIVIND FLORA SECRETIEI BRONSICE
LA MUNCITORII SANATOSI SI BOLNAVI DIN MEDIU BISINOGEN

dr. Eugenia Barbu, dr. A. Széllosi, V. Lakatos

Cunoscind faptul ci pulberea de carde rezultati de pe urma tehno-
logiei fibrelor de in con{ine numerosi germeni, proveniti in parte inci din
lichidul de topitorie, precum si faptul cd unii autori considerd aceste
microorganisme ca agenti cauzali ai bisinozei, am supus unei investigatii,
sub aspectul prezentei de germeni, aspiratul bronsic recoltat de la mun-
citorii sinatosi si bolnavi expusi prafului bisinogen.

* Tin si multumesc tovardsilor dr. doc. S. M. Idu si biolog principal Nicoleta
Mihai de la Spitalul Coltea din Bucuresti, care au avut amabilitatea si verifice
metoda, precum si asistentelor Barbara Csiky si Elza Tatdr, pentru contributia lor
pretioasd la elaborarea metodei.
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