DETERMINAREA CANTITATIVA A ACIDULUI URIC

Acidul uric este produsul final al catabolismului bazelor purinice rezultate prin hidroliza enzimatica a
acizilor nucleici in organismul omului si primatelor. La unele reptile (serpi, soparle) si la pasari azotul se elimina
din organism in principal sub forma de acid uric. Eliberarea bazelor purinice din molecula acizilor nucleici are loc
conform urmatoarei secvente de reactii:
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Principiul metodei:
Acidul uric reduce, In mediu alcalin, reactivul fosfowolframic (Reactiv Folin — Ciocalteu), la un complex
de culoare albastra. Prin aceasta reactie acidul uric este oxidat in alantoina si dioxid de carbon:
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Intensitatea culorii complexului format, proportionald cu cantitatea de acid uric din mediul de reactie, se
determina spectrofotometric la lungimea de unda de 710 nm.
Reactivi:



1. Reactiv fosfowolframic (Reactiv Folin — Ciocilteu): Preparare: se amesteca 10 g wolframat de sodiu cu
75 ml de apa distilata si 8 ml de acid ortofosforic 85% intr-un balon de 200 — 250 ml. La balon se
adapteaza un refrigerent ascendent si se fierbe continutul timp de 4 — 6 ore. Dupa fierbere solutia din balon
devine incolora. Dacé nu s-a decolorat se impune addugarea a 1 — 2 picaturi de brom. Pentru a fi indepartat
excesul de brom solutia se fierbe fara refrigerent timp de 10 — 15 minute. Dupa racire se transvazeaza
solutia Intr-un balon cotat de 100 ml si se completeaza la semn cu apa distilata.
2. Solutie de acid tricloracetic 20%
3. Solutie stoc de acid uric 20 mg%: Preparare: se introduc 100 mg de acid uric intr-un balon cotat de 500
ml si se adaugd 25 ml solutie de carbonat de litiu 0,5% si 25 ml de apa distilatd. Dupa dizolvarea acidului
uric se pipeteaza in balon 12,5 ml formaldehida si se completeaza volumul la semn cu apa distilata.
Aceasta solutie este stabild la rece aproximativ 1 luna.
4. Solutie etalon de acid uric 2 mg%: Preparare: se dilueaza 1 ml de solutie stoc de acid uric la un volum de
10 ml cu apa distilatd. 1 ml din aceasta solutie contine 0,02 mg de acid uric.
5. Solutie saturata de carbonat de sodiu.
Mod de lucru
a) In sdnge
Intr-o eprubeta de centrifuga se masoara 1 ml de ser sanguin, 2 ml de apa distilata si 1 ml de solutie de acid
tricloracetic. Continutul eprubetei se amesteca prin scuturarea usoara a acesteia si se lasa la temperatura camerei 15
minute. Apoi se centrifugheaza la 3000 rot/min timp de 15 minute.
Ulterior se va lucra conform tabelului urmator:

Reactivi Proba Etalon Control
Supernatant (ml) 2 - -
Solutie etalon de acid uric (ml) - 0,5 -
Solutie de acid tricloracetic (ml) - 0,5 0,5
Apa distilatd (ml) - 1 1,5
Solutie saturatd de carbonat de sodiu (ml) 0,9 0,9 0,9
Reactiv Folin — Ciocalteu (fosfowolframic) (ml) 0,1 0,1 0,1

Se agita si se lasa la temperatura camerei pentru 10 minute. Apoi se vor citi probele la lungimea de unda de
710 nm fata de controlul reactivilor.

Calculul rezultatelor:

E
mg acid uric / 100 ml ser = —22% x 0,01><fx100
etalon 2
Unde: Eproba — extinctia probei cu ser
Eetalon — €xtinctia etalonului.

b) Inurind

Urina din 24 de ore se va recolta intr-un vas corespunzator care contine 10 ml de hidroxid de sodiu 10%
adadugat pentru a impiedica precipitarea uratilor.

Pentru lucru se va dilua 1 ml de urina la un volum de 10 ml cu apa distilata.

Pentru determinare la 0,2 ml de urind diluata se adauga 1,8 ml de apa distilata, 0,9 ml de solutie saturatad de
carbonat de sodiu si 0,1 ml de reactiv Folin — Ciocalteu (fosfowolframic). Se amesteca si se lasa in repaus 10
minute la temperatura camerei.

In paralel se vor prepara un etalon si un control dupi cum urmeaza:

Reactivi Etalon Control
Solutie etalon de acid uric (ml) 0,5 -
Solutie de acid tricloracetic (ml) 0,5 0,5
Apa distilata (ml) 1 1,5
Solutie saturata de carbonat de sodiu (ml) 0,9 0,9
Reactiv Folin — Ciocalteu (fosfowolframic) (ml) 0,1 0,1

Dupa un repaus de 10 minute la temperatura camerei se va efectua citirea la spectrofotometru a probei si a
etalonului folosind pentru calibrarea aparatului proba de control. Citirea se va efectua la lungimea de unda de 710
nm.

Calculul rezultatelor:

E
mg acid uric / 24 ore = ﬂxO,leﬂxV

etalon s
Unde: Eproba — extinctia probei cu uring;



Eculon — extinctia probei etalon;
V — volumul (ml) de urina din 24 de ore.

Importanta practica a dozarii acidului uric:

Valorile normale ale concentratiei acidului uric sunt de 2 — 5 mg / 100 ml de ser sanguin si se 400 — 700
mg / volumul de urind din 24 de ore.

Cresterea cantitatii de acid uric 1n singe si In urina este constatatd dupa o alimentatie bogata in purina.

Dozarea acidului uric 1n snge are o importantd deosebitad pentru depistarea stadiilor initiale ale bolilor de
rinichi si a gutei.

Continutul de acid uric n sdnge si in urina creste intr-o serie de stari patologice, corelate cu catabolizarea
intensa a nucleoproteinelor: leucemii dupa radioterapie, leucopenie, policitemie, insuficienta renald, alergie,
intoxicatii cu plumb si cu mercur.

Scaderea nivelului acidului uric in serul sanguin si 1n urind se observa in anemii, dupa administrarea de
medicamente uricozurice etc.



