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Metodele destinate dozarii proteinemiei, bazate pe reactia biuret, se
folosesc de mai multe decenii in laboratearele medicale. In cursul reactiei
apare o coloratie violetad care” se datereaza formdirii unui complex intre
ionii de cupru bivalent si legaturilerpeptidice din proteine. Aminoacizii
precum si al}i compusi azotati/simpli nu interfereaza.

Dintre metodele chimice, cea mai-precisa ‘este metoda Kjeldahl; fiind
insa prea laborioasa, este azi aproape complet abandonati. S-a mai propus
utilizarea reactiei Folin-Ciociltety -(Lowry), foarte sensibild, insad si ea
nespecifica, fiind mult influen{ata~de~variatiile fractiunilor proteice din
ser. Metodele fizice ca: calcularea“proteinemiei din greutatea specificd a
serului, refractometria si determinarea absorbtiei in ultraviolet la 210,
respectiv 280 nm, s-au dovedit a fi §i ele nespecifice i nesatisfacatoare
din punctul de vedere al preciziei, respectiv necesitd par{ial aparatura spe-
ciala. Astfel, in ultima vreme, metodele bazate pe reactia biuret si care nu
este influentata de compozitia proteinelor, este din nou aproape exclusiv
utilizata.

Exista o serie de variante in privinta tehnicii metodelor bazate pe
reactia biuret. Acestea se referd la natura ligandului (tartarat, citrat s.a.),
la concentratia sulfatului de cupru si a NaOH, precum la tehnica execu-
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tiei (raport reactiv-ser, durata dezvoltarii culorii, temperatura s.a.). Din-
tre numeroasele variante, cea mai raspinditd este tehnica propusa de
Weichselbaum (1). Aceasta este, dealtfel, recomandata ca metoda standard,
pentru laboratoarele medicale.

Ne-am propus sa efectudm studiul comparativ al metodei Weichsel-
baum si a altor doua metode bazate pe reactia biuret (2, 3), care folosesc
tot un singur reactiv, pentru a le compara sensibilitatea si alte caracteris-
tici, pentru a stabili care dintre acestea s-ar recomanda pentru uzul de
rutind in laboratorul clinic.

Material gi metoda
Ca standard de proteind, am utilizat serumalbumind umani cristali-
zata (Fluka), serumalbumina bovina cristalizata (Fluka), gamaglobulina din
ser bovin cristalizatd (Schuchardt) si ser uman standard (Precilip-Boehrin-
ger). Din aceste substante am preparat cu apa distilata, respectiv, cu solu-
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. .Fig._ nr. 1. Etalonarea metodelor studiate, cu albumini bovina cristalizata.
Linia plind — metoda (3); linia intrerupti — metoda (2); linia punctati — metoda (1).

tie fiziologica NaCl 0,9 %) o serie de dilutii cu un continut in proteina de
2—10 mgml], luind in considerare ci albuminele cristalizate contin 10 %y
apd. Pentru a putea compara metodele, am utilizat o tehnici unitara: la
4 ml reactiv am addugat 1 ml solutie proteica, determinind extinctia pro-
belor dupa timpul de asteptare indicat pentru fiecare metodi: 1—30 min.,
2—15 min., 3—20 min,, la lungimea de unda de 546 nm, in cuva de 1
cm, fatd de blanc (4 ml reactiv + 1 ml apa distilatd). Am stabilit curbele
de etalonare pentru fiecare preparat de proteind in parte, respectiv, am
maj studiat urmaitoarele aspecte:

79



— coeficientul de extinctie pentru proteine;

— efectul diluantului (ap3, respectiv ser fiziologic);
— efectul raportului reactiv’diluant;

— intensitatea culorii la serurile umane.

Rezultate si discutii
Curbele de etalonare objinute pentru serumalbumina bovini cristali-
zata sint redate in fig. nr. 1. Curbele obt{inute cu serumalbumina umana,
respectiv cu serul standard sint practic identice cu cele din fig. nr. 1.
Se observa deci cid metoda Velosy (3), care foloseste ca ligand citrat, fur-
nizeazi extinctiile cele mai crescute.

Extinctiile directe, precum cele calculate pentru 1 g proteina/100 ml,
obtinute cu serul standard, sint redate in tabelul nr. 1.

Tabelul nr, 1

Metoda Prcstloeine Ext. Ext 1%,
!
(1) 6 0,310 0,051
(2) 6 0,350 0,058
) 6 0,365 0,061

Ca diluant, respectiv solvent poate fi folosit\in cazul serumalbumine-
lor atit apa, cit si ser fiziologic, \obtinindu-se practic aceleasi rezultate (ta-
belul nr. 2).

Tabelul ar. 2

4./ ml-reactiv 4 ml reactiv
0.9,ml apa 0.9 ml ser fiziol.
Metoda 0,1 ml ser 0.1 m} ser

Extinctia probelor

1) 0,442 0,452
(2) 0.465 0.475
3) 0,508 0,517

Avind in vedere cid unele metode executi reactia, folosind 5 ml reac-
tiv si 0,1 ml ser, am comparat acest raport cu cel de 4 ml reactiv, 0,9 ml
apa si 0,1 ml ser (tabelul nr. 3). Se observad ca metodele Gornall (2) si
Velosy (3) furnizeaza rezultate egale in ambele cazuri, in timp ce cu me-
toda Weichselbaum (1) se obtin valori mai scazute in varianta cu 5 ml
reactiv si 0,1 ml ser.

Tabelul nr. 3

Extinctia cu JFrtinctia e
Metoda 5 ml reactiv eacti
0,1 ml ser 0.9 ml apa
' 0.1 ml ser
(1) 0,383 0,407
2) 0,421 0.420
3 0,475 0,475
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Executind cele trei metode cu 0,1 ml ser, se constati acelasi aspect,
ca in cazul etalondrii: valorile cele mai crescute ale extinctiei se obtin cu
metoda Velosy (3).

Rezultatele obtinute arati ci metoda Veldsy (3) este cea mai sensibila,
datoritd citratului ca ligand si astfel ea permite si obtinerea unei precizii
mai bune. Reactivul este simplu (2 g CuSO,-5H,0 si 20 g acid citric dizol-
vate in 500 ml api, la care se adaugid 500 ml NaOH N), costul lui fiind
inferior celor folosite la metodele Weichselbaum (1) si Gornall (2). Tim-
pul de asteptare este mai scurt decit la metoda Weichselbaum (1). Doza-
rea proteinemiei poate fi executati folosind-4 ml reactiv, 0,9 ml apa si 0,1
ml ser, sau si in varianta 5 ml reactiv +4-0,1' ml ser, folosind un blanc co-
respunzitor al reactivului (4 mlreactiv 4 1'ml ‘apa, respectiv 5 ml reac-
tiv 4+ 0,1 ml apa).

Pe baza acestor considerente, recomandam metoda Veldsy (3) ca me-
toda standard. pentru laboratoarele medicale.
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INVESTIGATIONS ON SOME METHODS BASED ON THE BIURET REACTION,
USED FOR THE ASSAY OF SERUM PROTEINS

The estimation of serum protein level is at present performed almost exclusi-
vely by methads based upon the biuret reaction which are used. however, in nu-
merous variants. We carried out a comparative study of three of the most used
techniques, in order to establish their sensitiveness and other peculiarities. The
results obtained proved that the technique with citric acid as ligand is the most sen-
sitive and simple one and. therefore, most suitable for current use in medical labo-
ratories.



