DETERMINAREA CANTITATIVA A
BILIRUBINEI IN SANGE

Generalitati

Bilirubina se formeazd in organismul uman §i animal prin catabolizarea hemoglobinei in sistemul
reticulohistocitar, ficat, splina etc.

La inceput nucleul porfirinic din molecula hemoglobinei sufera o scindare oxidativa la nivelul grupei o-
metinice dintre ciclurile pirolice I si II ale hemului, cu oxidarea simultana a fierului bivalent in trivalent. In urma
acestei transformari oxidative apare o substanta de culoare verde, numita verdoglobind sau coleglobina, care pe
langa nucleul porfirinic deschis contine incd globina si fierul trivalent. In fazele urmatoare ale procesului
catabolic verdoglobina pierde atomul de fier si globina. Ca rezultat se formeaza un pigment biliar, de culoare
verde, numit biliverdina. Prin reducerea enzimatica a biliverdinei ia nastere bilirubina, substantd coloratd in
rosu, care constituie principalul pigment al bilei si un component normal al sangelui. Schematic procesul de
catabolizare este redat mai jos:
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Bilirubina liberd din sange, datoritd insolubilitatii ei in apa, nu trece in urina. Aceasta bilirubina libera
se numeste bilirubina indirectd sau extrahepatica. Din sidnge bilirubina libera patrunde in ficat, unde se conjuga,
in marea ei majoritate, cu acidul uridindifosfat-glucuronic rezultdind astfel glucuronidbilirubina si
diglucuronidbilirubina. Bilirubina conjugatd, cunoscuta sub numele de bilirubina directd sau hepatica poseda o
solubilitate buna in apa. Datoritd acesteia bilirubina directa este excretatd prin bild in duoden si de aici trece 1n
intestinul subtire, unde este transformata in continuare in alti pigmenti biliari.

Concentratia sanguind de bilirubina constantd in conditii normale poate creste in diferite forme de icter.
Nivelul sanguin al bilirubinei, ugsor de urmarit experimental, ofera un test comod pentru explorarea starii
functionale a ficatului.

Principiul metodei:

Prin reactia dintre acidul sulfanilic si azotitul de sodiu se formeaza acidul diazofenilsulfonic (acid
diazosulfanilic). Acidul diazofenilsufonic reactioneaza cu bilirubina directa (conjugatd) din serul sanguin si
rezultd azobilirubina care, in mediu neutru, este coloratd n rosu purpuriu. Tratarea serului sanguin cu reactivul
cofeinic confera bilirubinei indirecte (libere) solubilitate, ceea ce-i permite sa reactioneze cu acidul
diazosulfanilic. Intensitatea culorii azobilirubinei in mediu alcalin este proportionala cu bilirubina totala
(indirectd si directd). Prin diferenta fata de bilirubina totald se poate afla si bilirubina indirecta (libera).
Reactivi:

1.Solutie de acid sulfanilic 29mM in solutie de acid clorhidric 0,17N. Se dizolva 0,5 g de acid sulfanilic in
30 — 40 ml de apa distilata si se adauga 1,5 ml de acid clorhidric concentrat. Daca acidul sulfanilic se
solubilizeaza greu se poate incilzi usor vasul pe baia de apa. Dupa ce s-a dizolvat complet acidul sulfanilic si
s-a racit vasul se completeaza volumul solutiei la 100 ml cu apa distilata.
2.Solutie de azotit de sodiu 0,072M. se dizolva 0,5 g azotit de sodiu (NaNO2) in 100 ml de apa distilata.
3.Diazoreactiv. Se prepara la momentul utilizarii prin amestecarea a 10 ml de solutie de acid sulfanilic
(reactiv 1) cu 0,3 ml solutie de azotit de sodiu (reactiv 2).
4.Reactiv cofeinic. Solutia A: solutie de cofeina 0,13M 1in solutie de benzoat de sodiu 0,156M, preparata
prin dizolvarea a 10 g cafeina si 15 benzoat de sodiu in 90 ml de apa distilata prin incélzire pe baia de apa.
Dupa racire se va completa volumul solutiei la 100 ml cu apa distilatd. Solutia B: solutia de acetat de sodiu
25%. Reactivul cofeinic se va prepara la momentul utilizarii prin amestecarea de volume egale de solutie A si
B.
5.Solutie de tartrat de sodiu si potasiu 0,93M in solutie de NaOH 1,9N. Preparare: prin dizolvarea a 15 g de
tartrat dublu de sodiu si potasiu (sare Seignette) si 7,5 g de NaOH in 100 ml de apéd distilata.
6.Solutie de NaCl 0,9%.
Mod de lucru:
A) Determinarea bilirubinei totale:
Se va lucra dupa planul din urmatorul tabel:

Proba Martor
Ser sanguin (ml) 0,25 0,25
Reactiv cofeinic (R4) (ml) 1 1
Solutie de NaCl (R6) (ml) - 0,25
Diazoreactiv (R3) (ml) 0,25 -
Se vor agita eprubetele si se vor ldsa pentru 10 — 30minute la temperatura camerei
Solutie de tartrat (R5) (ml) | 1 | 1

Se vor agita eprubetele apoi se lasd in repaus la temperatura camerei 5 — 30 minute dupa care se vor citi
extinctiile probelor fatd de martor la lungimea de unda de 600 nm.

B) Determinarea bilirubinei directe (conjugate):
Se va lucra conform tabelului urmator:

Proba Martor
Ser sanguin (ml) 0,5 0,5
Solutie de NaCl (R6) (ml) 1,75 2
Diazoreactiv (R3) (ml) 0,25 -

Se agita, se lasd in repaus EXACT 5 minute la temperatura camerei apoi se va citi extinctia probei fata de
martor la lungimea de unda de 530 nm.

Calculul rezultatelor:

Coeficientii de extinctie procentuald ai azobilirubinei la 600 si 530 nm sunt egali cu 1150 si respectiv 943. De

aici: B =1,15 si Efi(;/lo()ml=0,943.

1mg/100ml
Cantitatea de bilirubina totald in 100 ml de ser saunguin se afla cu ajutorul formulei:



E600 2,5
X

mg bilirubina / 100 ml =

1,15 0,25
Cantitatea de bilirubina directa se va calcula dupa formula:
E™ 25
mg bilirubina / 100 ml = x=
0,943 0,5

Nivelul bilirubinei libere 1n serul sanguin se va afla prin diferenta intre valoarea bilirubinei totale si valoarea
bilirubinei legate.
Observatii:
1.Dozarea bilirubinei se va efectua pe ser nehemolizat si la cel mult 2 ore de la recoltarea serului.
2.in cazul unei concentratii ridicate de bilirubina serul sanguin se va dilua de 2 sau de 4 ori cu solutie de
NaCl 0,9% (R6) rezultatele obtinute fiind ulterior multiplicate cu factorul de dilutie.
Importanta practica:

Concentratia bilirubinei totale In sdngele omului sanatos este de pana la 1 mg / 100 ml ser. Continutul
bilirubinei conjugate (directe) poate sa atinga valoarea de 0,25 mg / 100 ml ser. Bilirubina libera (indirecta) se
afla prin scaderea valorii bilirubinei conjugate din cea a bilirubinei totale.

Determinarea bilirubinei totale si a fractiilor ei prezinta o mare Insemnatate clinica, ajutand la stabilirea
diagnosticului diferitelor boli.

Icterele hepatice (hepatite, ciroze) sunt insotite de cresterea continutului de bilirubina totala si
conjugata. O oarecare crestere a cantitatii de bilirubina libera se observa in insuficienta hepatica.



