Lactacidemia - Métodos de dosagem do Acido Latico

por
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(Com trés figuras no texto)

O acido latico é um produto intermediario no metabolismo dos hidratos
de carbono. O teor déste acido no sangue do individuo em repouso, corres-
ponde a um equilibrio entre a formagdo do acido latico pela glicolise san-
guinea, oxigenacdo dos pulmées e glicogenolise hepatica e muscular. O rom-
pimento déste equilibrio provoca oscilagées na lactacidemia. A determinacgao
do acido latico no sangue é importante, entretanto, oferece sérias dificulda-
des. Numerosos autores tém procurado remové-las, empregando as mais va-
riadas técnicas para a obtencio de valores exatos. O acido latico pode ser do-
sado sob a férma de lactato, acido férmico, aldeido acético, monéxido e di6-
xido de carbono, empregando-se para‘ determina-lo, técnicas gravimétricas,
titulométricas, gasométricas e colorimétricas. Passaremos rapidamente em re-
vista as principais técnicas :

L

Método gravimétrico

Foi empregado por FLECHTER e HOPKINS para a dosagem do acido la-
tico nos misculos e aplicado por WOLFE (46) ao sangue. Baseia-se éste me-
todo na separacdo do acido latico das substancias interferentes e sua con-
versido subsegiiente em lactato pelo aquecimento com éxido ou carbonato de
zinco. A pesada do lactado obtido, cuja pureza se determina pela analise
elementar, da valores exatos. Esta técnica é precisa, porém, muitissimo de-
morada e exige grande quantidade de material (50 a 100 m1 de sangue) .

Método titulométrico

O método titulométrico tem por origem o processo de Boas (4) para a
dosagem do acido latico no suco gastrico. O acido latico aquecido com uma
substancia oxidante forte, desdobra-se em aldeido acético e acido férmico,

CH,CHOH.COOH ——— CH,CHO -+ CHOOH

que por sua vez, é oxidado pelo i6do produzindo iodoférmio o qual se titula
por uma solucdo de iddo 0,IN, equivalendo 1 ml da solugdo gasta, a 0,3mg
de acido latico.

Trabalho do laboratério de Bioquimica, da Divisdao de Quimica e Far-

macologia, Chefe: Dr. Gilberto G. Villela.

* RRecebido para publicacio a 27 de agl0sto e dado a4 publicidade em agdsto de 1943,
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JERUSALEM (29), Fiurrta (21), FiirTH e CHARNASS (22), modificaram
a técnica de BoAs, empregando ao invés da titulacdo direta do i6do combi-
nado ao acido férmico, a dosagem iodométrica do aldeido acético oxidado
pelo permanganato de potassio e combinado ao bisulfito. Fries (19) aplicou
ao sangue a técnica de FiUrTH e CHARNASS. RIPPER (41) e CLAUSEN (7),
modificaram a técnica de titulacdo. Os agentes oxidantes empregados na téc-
nica original tém também sido substituidos ou acrescidos. Assim |JERVELL
(30) usou o bicromato de potassio como agente oxidante, GORDON e QQUASTEL
(24) e WINNICK (45), o sulfato cérico, enquanto FrRIEDMAN (16), FRIEDMAN
e GREASER (18), FriEDMAN, CoTTONIO e SHAFFER (15) e FRIEDMAN e
KENDALL (17), ao permanganato de potassio empregado por FUiRTH ¢ CHAR-
NASS, adicionaram o sulfato de manganés em propor¢des diferentes. Segun-
do FrIEDMAN e GRAESER, o maximo de producdo de aldeido acético obtém-se
quando se usam solu¢des muito diluidas do agente oxidante e alta concentra-
cao do sulfato de manganés. Donde se deduz, que as condi¢des necessarias
para a produgdo maxima do aldeido sido aquelas que tendem a reduzir o po-
tencial de oxidagdo do agente oxidante.

Os métodos titulométricos s6 oferecem resultados satisfatérios quando
os fatores que concorrem para oxidacao do acido latico em aldeido acético,
(concentracdo do agente oxidante, acidez da solugcdo, concentraciao do sul-
fato de manganés, temperatura e tempo de reagao, arejamento, concentragao
do bisulfito e pureza dos reativos) sao levados em consideracao.

QUADRO 1

Principais modifica¢oes sofridas pela técnica titulométrica

AUTOR ANO DESPROTEINIZANTE AGENTE OXIDANTE TITUL A CAO
!
Furth e Charnass (22)....| 1910 KMnOg........ ... Excesso do bisulfito titulado
' pelo 16do.
Fries (19) .. .............| 1911
Ripper 4 ............. 1911
Clausen (7)............ .| 1922 | Folin-Van Slyke..... HsSO4 cu KMnOy.. ... .. Bisulfito combinado ao al-
_ deido acético e titulado
pelo tiosulfato.
Jerwell (30)............ 1928 | Folin-Van Slyke....| HoSO4 + KsCro07...... | Bicromato nio consumido
titulado pelo tiosulfato
Friedman, Cctonio e
Shaffer (15) ...........1 1927 | Folin............... H:SOy4+KMnOs+MnSQO.| Bisulfito combinado titulado
pelo 16do.
Friedman e Kendall (17).| 1929 | Folin............... H;SO4,+KMnO4+ KnQy. —
Friedman (16)...........| 1928 | Folin............... idem —
Friedman e Graeser (18).] 1933 | Folinou Somogyi....| H3PO4+KMnO44+MnSO, —
Tanaka e Endo (43)...... 1929 | Alcool + carvio +
eter.. ........... KMnOyg............ Titulacio do bisulfite com-
binedo pelo 16do.
Gordcn e Quastel (24)....| 1938 | Acido tricioracético.| Ce (SO 4g.c............. Bisulfito ccmbinado pelo
10do.
Winnick (45)........ 1942 | Scmogyi........ Ce (SO4) s em acido sulfu-
5 T o I Bisulfi{c combinado.
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Méitodos gasométricos

Os métodos gasométricos originaram-se da assercio de PELOuUZE, que
"0 acido latico ou seus sais, quando aquecidos com cinco a seis vezes o seu
péso em acido sulfirico, desprendem quantitativamente CQO".

HUBNER (28) em 1903, e mais tarde MEISSNER (34), RoNzZoONI e Law-
RENCE (42) aplicaram o principio de PELOUZE para o dosagem do &acido la-
tico nos diterentes tecidos. A reacao obedece & seguinte eqiiagao:

CH,CHOH.COOH ——— CH,COH+H,0+CO

donde uma molécula de C() desprendida corresponde a uma molécula de
acido latico.

BAUMBERGER ¢ FIELDS (3) ao invés do acido sulfirico a quente, oxidam o
acido latico em meio acido, pelo permanganato de potassio e sulfato de man-
ganés, enquanto AVERY e HASTINGS (1) empregam para a oxidacgio, apenas
permaiiganato de potassio em excesso, dando-se a transformagiao na tempe-
ratura ambiente. Uma molécula de acido latico desprende uma molécula de
CO,. Determina-se no manémetro de VAN SLYKE e NEILL o CO, resultante
da oxidacado do acido latico.

O método gasométrico é bastante preciso, pois que o CO, formado, em
presenca do excesso de agente oxidante, ndo sofre oxidacdo ulterior o que
permite a obtencao de valores quantitativos.

Métodos colorimétricos

Os métodos colorimétricos baseiam-se na observacdo de DENIGES : "o
acido latico em presenca do acido sulfirico concentrado e aquecido a 100° C,
converte-se em aldeido acético e CO, dando desenvolvimento de ¢d6r com os
alcaldides e particularmente com os fendis’ (9). Varias substdncias tém
sido empregadas para a dosagem colorimétrica do acido latico.

FLETCHER e HopPkINs (14) usaram o tiofeno que da uma coloracao ver-
melha; CHELLE (6) a codeina (metilmorfina) que desenvolve uma c6r ama-
rela; HARROP (27) o guaiacol (metilcatecol) que produz uma reagao résea;
MENDEL e GOLRSCHEIDER (37) o veratrol (éter-di-metil-pirocatecol), que de-
termina uma coloracdo amarelo-avermelhada; DDiscHE e Laszro (10) a hidro-
quinona que provoca o desenvolvimento de coér alaranjada; MILLER e MunTz
(38) o p-hidroxidifenil que determina a formacdo de uma tonalidade azul

violeta intensa,
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Dos métodos colorimétricos citados, os que oferecem melhores resulta-
dos, sao os de MENDEL e GOLDSCHEIDER e de MILLER e MuNTZ.

Descreveremos das técnicas citadas, as de Epwarps (11), de MENDEL
e GOLDSCHEIDER e a de MILLER e MuNTz, por nés modificadas em alguns
pontos.

T'écnica de Edwards — Modificada

O aparelho empregado foi o modélo de WENDEL (44) adaptado por
EDwWARDS, ao qual acrescentamos uma placa porosa.

Descricao do aparélho :

O aparélho compde-se de :

1) wum frasco de reacdo (A) que deve ter 15 cm de altura e capaci-
dade para 275 ml. |

2) um reservatério (B) com rélha de vidro. A parte superior tem ca-
pacidade para 20 ml da sol. de permanganato. A parte inferior é
afunilada e quase toca o fundo do frasco de reacio ;

3) um condensador (C), com refrigeracdo de agua;

4) um tubo (D) de absorg¢do, medindo 4 cm de diametro por 8 ¢m de
altura, onde o aldeido formado se combina ao bisulfito;

5) uma torre de arejamento (E) que mede 40 c¢cm de altura por 2 cm
de diametro;

6) uma placa porosa de vidro (F) Jena G3, que se liga ao condensa-
dor por meio de um tubo de borracha (tripa de mico).

As gravuras 1 e 1-A mostram o aparélho armado e em detalhe :

Principio do método

F *

O filtrado contendo acido latico é acidificado e aquecido com substan-
cias oxidantes. O aldeido acético formado é destilado em baixa temperatura
e recebido em um frasco contendo bisulfito. O aldeido combinado ao bisul-
fito titula-se pelo i6do 0,005N.

Método de colheita do material

O acido latice pode ser determinado no sangue total, no plasma ou nos
glébulos. O sangue é retirado do individuo em jejum e em repouso de pelo
menos !5 hora, e sem estase venosa. Emprega-se como anti-coagulante a

heparina ou o liquoid “"Roche”. Devem ser evitados os anti-coagulantes sa-
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linos (WENDEL) (44). Pode-se também trabalhar com o sangue sem anti-
coagulante quando se procede a hemolise e a desproteinizacao imediatas. Se
nao se puder efetuar a hemolise dentro de meia hora apés a retirada do
sangue, deve-se usar o liquoid adicionado de uma quantidade minima de fluo-
reto de sdédio para impedir a glicolise que ird dar valores mais altos. Para
10 ml de sangue, usam-se tubos contendo 0,3 ml de solu¢do de liquoid (Ro-
che) a 1% e 0,1 ml de fluoreto de sédio a 20 % . Os tubos sao secados na
estufa. O sangue é conservado na geladeira.

REAGENTES

solucdo de liquoid a 1 %

solucao de fluoreto de sddio a 20 %
solucdo de tungstato de sdédio a 10 %
solucao de sulfato de cobre a 7 %
suspensao de hidréxido de calcio a 14 %
solucao de sulfato de cobre a 15 %
solucdo de acido sultarico 10 N

l

l

l

NSOy DN
1

solucdo de sulfato de manganés a 10 %

solucdo de permanganato de potasio 0,005 N

solucao de bisulfito de sédio a 5 % (preparado no momento de
usar)

solucao de i6do O,IN

solucdo de tiosulfato de sédio Q,IN

goma de amido a 1 %

bicarbonato de sddio

solucdo de lactato de litio 0,1M (toma-se 1 molécula grama do
lactato de litio, ou sejam, 9,60 gr em 1.000 ml de acido sul-
farico 0,2 N. A solugdo é muito estavel (um ano) quando se

1 1 1L 1 11

oS O 0o

11
12
13
14
15

l

1

1

l

l

conserva em vidro escuro e na geladeira).
Técnica :

1 — Em um tubo de centrifugacido, de 50 ml tomam-se 45 ml. de agua dis-
tilada e 1 ml de sangue total e deixa-se hemolisar cinco minutos.
(Para 1 ml de plasma tomam-se 17 ml de 4qua distilada e para 1 ml
de globulos, tomam-se 53 ml de agua distilada).

2 — Ao sangue hemolizado adicionam-se, agitando, 1 ml de tungstato de
sédio e 1 ml de sulfato de cobre a 7 %.

3 — Centrifuga-se cinco minutos ou filtra-se. (Quando se trabalha com
quantidades pequenas de acido latico, deve-se ter a precaugdao de em-
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10 —

11 —

pregar papel de filtro tipo Schleicher e Schiill (faixa preta n. 585),
lavado em agua quente varias vézes e séco na estufa. Kerry (31)
verificou que o liquido de lavagem de um papel déste tipo, com 12,5
centimetro de didmetro produz 0,1 mg expresso em acido latico).

O liquido sobrenadante é tratado com 1 ml da solucio de sulfato de
cobre a 15 %, mais 1 ml da suspensdo do hidréxido de calcio, técnica
de SALxOWSKY (32). Pode-se ao invés da suspensdo usar 1 gr de
hidréxido de calcio em p6. Agita-se bem e depois de 14 hora, centri-
fuga-se. Na superficie forma-se uma pelicula de um precipitado muito
fino que se retira sem rompe-la, com um bastdo de vidro encurvado,
ou uma espatula fina de vidro;

O centrifugado total e limpido é colocado no frasco A onde se pipe-
tam: 5 ml de solugdo de acido sulfiirico 10 N; 10 ml da solucio de
sulfato de manganés e = 50 ml de agua distilada.

No tubo D, pipetam-se 1 ml da solucido de bisulfito de s6dio a 5 % e
1 ml de agua distilada, ou 2 ml de solucdo de bisulfito de sédio a
2,5 %. (A solucdo do bisulfito deve ser feita diariamente e conser-

vada em vidro escuro e na geladeira). O tubo é mergulhado num
frasco contendo agua gelada.

Enche-se o reservatério B com uma solucdo de permanganato 0,005 N.
Fecha-se com rélha de borracha.

Ligam-se a agua cuja temperatura deve ser de 15-20°C, e o bico Bun-
sen (micro).

To comecar e ebulicdo (= 10 minutos) faz-se passar o ar que acarreta

as substancias volateis combinaveis ao bisulfito; adapta-se o tubo D
ao aparelho; liga-se o vacuo regulando assim como para o ar o nii-
mero de bolhas; abre-se o reservatério de permanganato de modo que
caia um goéta cada 10 a 15 segundos em média, até o aparecimento de
uma coloragdo résea que passa a castanho. Continua-se a gotejar len-
tamente até perfazer 15 minutos. O liquido apresenta entdo uma cér
parda bem pronunciada. Fecha-se o reservatério de permanganato,
desliga-se o fogo, abre-se totalmente o ar durante 10 minutos para
que todo o aldeido acético passe para o tubo com o bisulfito e seja
absorvido (GALvAo) (32).

Desliga-se a a4gua, o ar e o vacuo, lava-se a torre de absorcdo com pe-
quenas porg¢des de agua destilada (= 8 ml).

No tubo D conservado no vaso contendo aqua gelada procede-se a
titulacao, sequndo CLAUSEN.

-» -

O bisulfito que ficou livre é oxidado para sulfato pela adicdo até
ligeiro excesso de uma solugdo de i6do 0,1 N. Emprega-se goma de
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amido como indicador. A colorag¢do azul é removida por uma gota de
solucao de bisulfito de sédio. Junta-se entido uma solucio de iddo
0,005 N até ligeiro reaparecimento do azul no liquido incolor.

12 — O bisulfito combinado ao aldeido é libertado por adicio de mais ou
menos 1 gr de NaHCO,, quantidade suficiente para o desapareci-
mento da cor azul e decomposicdo do bisulfito combinado. O sulfito
livre é titulado pelo i6do 0,005 N que se deixa cair de uma micro-bu-
reta. Havendo divida sdbre o fim da reacdo, adiciona-se mais bicar-
bonato. Persistindo a cor azul 15 segundos, é evidente que o fim da
reacdo ja se havia dado.

Faz-se concomitantemente uma prova em branco para obtencdo
de valores exatos.

Calculo — mg de acido latico latico em 10 ml = 0,45. N — (A — B)

v
donde: N = normalidade de solucdo de i6do usada
A == ml de solugao de iddo gastos com o bisulfito combinado
B = ml de solu¢io de i6do gastos na prova em branco
V = ml de sangue presentes na amostra.

Fatér 0,45 (=1 ml de uma solu¢do normal de i6do equivale
a 45 gr de acido latico por 1.000 ml).

Sabe-se que uma molécula de acido latico da pela oxidacio uma mo-
lécula de aldeido acético.

5 CH,CHOH.COOH+ 3 SOH, + 2 MnOOK — . 2 MnSO, -
K.SO, + H.,0 + 5CO, +5 CH,COH.

O aldeido acético formado, combina-se ao bisulfito dando etanol-sul-
fonato sédico.

OH
CH,COH + SO.HNa ———— CH.

N\ C-O-SO:Na

H

donde, uma molécula de aldeido acético combinada ao bisulfito, fornece uma
molécula de etanol sulfonato de sédio. Na decomposicdo déste, cada molécula
dara uma de bisulfito que exige para sua oxidacio, dois atomocs de i6do (35).
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Tendo o acido latico um péso molecular de 90 e usando-se uma solugao
normal de iddo, 1 ml desta solucdo equivale a 45 grs. de acido latico para
1.000 ml de sangue, se se fizer a determinacdo em 1 ml de sangue.

Detalhes. Anti-coagulantes :

A hemolise do sangue, apdés a sua retirada, evita o emprego de anti-
coagulantes e oferece resultados 6timos, quando se procede a desproteini-
zacao imediata. Sempre que possivel, empregamos esta técnica.

No caso de trabalhar com anti-coagulantes, EDWARDS preconiza o uso
de heparina. Dado o elevado preco de heparina, resolvemos estudar a influ-
éncia dos outros anti-coagulantes e escolher aquele que oferecesse melhor
resultado. O emprégo de sais de sédio e potassio dao valores muito mais
altos. Com o liquoid obtém-se valores praticamente iguais aqueles obtidos
com sangue hemolizado na hora. O fluoreto de sédio, quando adicionado ao
tubo liquoidado, para evitar a glicolise, quase nao altera os valores e impede
também a transformacdo do &acido latico em acido piravico. Os resultados
obtidos com os varios anti-coagulantes empregados, figuram no quadro
abaixo :

QUADRO II
ANTI-COAGULANTES

Mg. de acido latico em 100 ml de sangue

|
SANGUE OXALATO OXALATO FLUCRETO LIQUOID OXALATO
N HEMOL!ZADO DE DE DE LIQUOID ~+
POTASSIO S ODIO SODIO FLUCRETO FLUORETO
] 8,50 9,20 9,10 9,15 8,45 850 | 9,15
2 11,58 13,10 12,90 12,95 11,63 11,40 12,75
3 11,87 12,90 12,86 12,90 11,90 11,85 12,70

Em vista dos resultados obtidos, resolvemos empregar o liquoid adicionado
de fluoreto. Para 10 ml de sangue usamos tubos contendo 0,3 ml de solucao
de liquoid a 1 % e 0,1 ml de fluoreto de sédio a 20 Y.

Preparacdo do lactado de litio

-~

A técnica é a proposta por FRIEDMAN e GRAESER (18), que moditicamos
ligeiramente. O lactato de litio foi preparado partindo-se de uma solucdao de
carbonato de litio purissimo e acido d-l-latico purissimo. Uma solugdo de
acido latico a 50 %, é neutralizada por = 2 grs de carbonato de litio. Usa-se
o vermelho fenol comoe indicador. Aquece-se a solugao até evaporacao quase
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completa. Esfriam-se, lavam-se os cristais com alcool a 95 % (= 250 ml).
Concentra-se por destilacdo até 1/3 do volume. Deixa-se uma noite na ge-
ladeira. Os cristais sao dissolvidos no alcool absoluto a quente. Deixa-se
novamente cristalizar. Filtra-se no Buchner. Lavam-se os cristais 4 ou 5
vézes com alcool absoluto frio, filtra-se e seca-se no vacuo. O pd obtido é
guardado em frascos escuros na geladeira. O lactado de litio é o mais anidro
dos lactatos.

Influéncia da temperatura, ar e vacuo

Temperatura :

Na temperatura ambiente os resultados obtidos para um mesmo sangue
variam muito. Para obtermos temperatura constante sem alterar o aparélho
de EDpwWARDS, mergulhamos ¢ tubo D em um vaso contendo agua cuja tem-

peratura conservamos entre 18 a 20°C durante a destilacdo e a 4°C na titu-
lacao.

AR :
A regulacao da entrada do ar é muito importante.

1 — Se a corrente for muito forte, o liquido do frasco A entrando em
ebulicdo passa para o reservatério B, indo reduzir o permanganato;

2 — Sendo muito forte a corrente de ar, os vapores sdo acarretados ra-

I 4

pidamente e a destilagdo é imperfeita para o tubo de absorcao, D;

3 — Ullma vez completados os 15 minutos de destilacdo e desligado o
fogo, deve-se abrir totalmente o ar para que o aldeido acético des-
tilado, passe todo para o tubo de absorcao.

GALVAO e PERREIRA sugerem que se deixe passar a corrente de ar du-
rante 10 minutos para obtenc¢do de rendimento maximo.

VACUO

O vacuo deve ser moderado :

2) para que a combinacao seja perfeita e total;
2) para evitar a cristalizagdo do bisulfito durante a destilagao.

ERRO DO METODO

Fizémos determinacdes comparativas da técnica modificada com a ori-
ginal. Os valores obtidos foram publicados em nota anterior (34).
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A técnica modificada da valores mais altos que a original. Obtivemos
um érro médio de 0,71 % para a técnica original e 0,24 % com técnica mo-

dificada.

Valores encontrados para o sangue humano normal

Os valores encontrados por nés para o acido latico do sangue de indi-
viduos sadios e em repouso pela técnica por nés modificada, oscilaram entre
8,30 mg e 14,75 mg, dando-nos uma média de 9,25 mg. Os valores obtidos
com sangue de individuos diabéticos, cancerosos, tuberculosos e com insufi-
ciéncias cardiaca e de suprarenais, serdo publicados em trabalho ulterior.

QUADRO III

Valores normais para o acido latico em mg. para 100 ml. de sangue
encontrados com a técnica titulometrica.

EM MG PARA 100 ml
DE SANGUE
AUTOR ANO | MEDIA TICNICA
Min Max
Fries(19).................1 1911 8 24 9,60 | Fries (Ripper modificado)
Clausen (7)) ............... 1922 15 32 — Clausen (Ripper modificado)
Killian (32) ............... 1926 11 15 — Clausen
Bokelmann (5) ... ... ... ... 1927 15,2 21,3 17,13 | Clausen
Jerwell (30) ............... 1928 20 30 — Klaus-Hansen, modificado pelo autbdr
Friedman e Graeser (18)....] 1933 5 20 — Friedman e Graeser
Cook e Hurst 8) .......... 1933 8,4 16 6 — Friedman, Cotonio e Shaffer, modifi-
ficado por Friedman e Kendall

Baisset, Bugnard e Ro-

geon (2) ... ... ...... 1938 10 20 — Friedman, Cotonio e Shaffer
Edwards (11). ...... ... . .. 1939 10 20 — Edwards (Friedman, Cotonio e

Shaffer)

Hallock (26) .. ............ 1938 10 20 13,9 | Friedman, Cotonio e Shaffer
Mejia (35} ................ 1 1939 9,5 19,1 12,5 | Friedman, Cotonio e Shaffer
Mello (36) .............. .. 1941 7,30 15,25 10,3 Mello (Edwards, modificado
Winnick (45).......... 1942 10 25 — Microdifusio

Meétodos colorimétricos

Os métodos colorimétricos para a dosagem do acido latico, apresentam

varias vantagens sébre o de titulacdo. Nao exigem aparelhamento especial,
os cuidados sdo menores, as causas de érro poucas e sao de facil execucio.
Porém a pesar- de mais praticos e rapidos, os métodos colorimétricos sé ulti-
mamente estdo sendo mais empregados na determinacdo do acido latico.
Varias tém sido as técnicas propostas. As principais acham-se reiinidas

no quadro 1V,

Todas elas sao baseadas na conversio do acido latico em aldeido acé-
tico, quando aquecido com acido sulfdrico concentrado.

CH, CHOH. COOH — CH,. CHO+CO+H,0

e desenvolvimento de ¢6r quando em presenca de determinados reagentes.
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As técnicas de MENDEL e GOLDSCHEIDER e de MILLER e MuNTZ, foram
por nds estudadas e modificadas em seus detalhes.

Técnica de Mendel e Goldscheider — Moditicada
PRINCIPIO

As proteinas do sangue sdo precipitadas pela técnica de Somocyr (hi-
dréxido de zinco) e o liquido resultante é tratado pela técnica de SALKOWSKY.
O filtrado contendo acido latico e livre das substdncias interferentes, é aque-
cido com acido sulfirico concentrado e o aldeido formado produz com o ve-
ratrol uma coloracio avermelhada que se 1& no fotometro de PULFRICH.

Colheita do material

4

O sangue ¢ retirado observando-se todos os cuidados ja descritos na
técnica anterior.

Reagentes necessarios

1 — Solucao de sulfato de zinco 10 %:;
2 — Solucio de hidréoxido de sé6dio — 0,5 N;

3 — A4cido sulfirico concentrado D = 1,84 pro-analise.

O acido sufiirico deve ser examinado antes de se usar, tomando-se 3 ml
de acido sulftrico e 0,1 ml da solucdo de veratrol a 0,125 %. Desenvolvendo-
se coloracdo amarela, o acido contém nitritos e nitratos, o que dara causa de
érro. Tal acido ndo podera ser utilizado.

4 — Solucdo de veratrol (Kahlbaum) 0,125 % em &lcool absoluto;

5 — Solucio padrdo de lactato de litio (ja descrita no método anterior).

TECNICA

Desproteinizacao

Toma-se em tubo de centrifugagdo 1 ml de sangue total que se hemo-
liza em 7 ml de agua. Pipetam-se lentamente e agitando 1 ml de solugédo de
sulfato de zinco e 1 ml de solucio de hidréoxido de sédio, centrifuga-se. O
liquido sobrenadante é tratado com 1 ml de solugdo de sulfato de cobre e
1 ml da suspensio de hidréxido de calcio. Deixa-se 14 hora agitando o tubo
de quando em vez. Centrifuga-se. Retira-se com bastdo de vidro tino a pe-

licula que se forma na superficie do liquido.



QUADRO 1V
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AUTOR ANO { NTI-CC AGULAKTE DESPROTEINIZANTE REAGENTE DE ACIDO LEITURA TECNICA
LATICO
Flechter ¢ Hopkins (14) ..... 1910 Nenhum Sulfato 4cido de co- Colorimetro
bre Tiofeno — — Original
Chelle, L. (6)........... 1914 » — Codeina — Colorimetro Original
Harrop, G. (27).............| 1920 » Salkows ky Guailaccl — Colorimetro Duboscq Original
Mendel e Goldscheider (37).| 1926 y Acido metafosférico
e Salkowsky Veratrol — Colorimetro Authenricht Original
Discke, Z. - Laszlo, D. (10)] 1927 » Metafosfato de séb-
dio, acido sulfuri- Colorimetro Duboscq e
co ¢ Salkowsky Hidroquinona 11,35 e Walpole Original
Fuchs, H. ). (20).......... . 1930 * Acido metafosférico! Veratrcl — Colorimetro Mendel e Goldsckeider
Nordts, R (40).......... .. 1934 » Acido metafcsférico Colorimetro Duboscq €| Mendel e Golddscheider
em pb Verafrol 19- 27 e Keilt
Ernst, E. Trcka, J. (13).....| 1934 Heparina Somogys Cloreto férrico 11-20 | Colerimetro Takécs
méd. 15,9
Milton, R. (39)........... .. 1936 | Fluoreto de aménio | Somogyi (sincosoda)| Veratrol 5,6-15,8 | Foto-eletrémetro de Cam-| Mendel e Goldscheider
kridge
Miller e Miuntz (38).........| 1938 Nenhum Acido metafosférico| p-hidrexidifenil 19,2 | Fotémetro de Pulfrich Mendel e Goldscheider
Koeneman, R. - (33). ...... 1940 » Acido Metafcsférico| p-hidroxidifenil — Colorimetro foto-elétrico | Miller ;3 Muntz (modifi-
cado
Elgart, S. e Harris, J. S. (12)]| 1940 | Fluoreto de s manio Acido tricloracético | Veratrol — Colorimetro Evelyn Mendel e Goldscheider
(modificado)
Melli, (M. 1) (36).......... 1941 | Liquoid flucreto de
s6dio Somogy1 11 Veratrol 6,.9- 14,5 | Fotometro Pulfrich Mendel e Goldschetder
imodificado)
Mello, (M. 1) (36)........ .. 1941 | Liguoid Somogyi 11 p- hidroxidifenil 6,9-15,4 | Fotémetro Pulfrich Milledr e Muntz (modifi-
cado)
Gunther Schultze (N. F)) (25)| 1926 | Fluoreto de amédnio| Acido tricloracético | Veratrol 9-13 | Colorimetro Mendel e Goldscheider
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Em um tubo com rélha (figura 2) que se mantém num vaso contendo
gélo, pipetam-se cuidadosamente 0,5 ml do filtrado e 3 ml de acido sultarico
gelado que se deixa cair lentamente no tubo. Lubrifica-se a rélha com a
altima gota do acido, fecha-se e leva-se ao banho-maria fervente por cinco
minutos. Retira-se do banho e mergulha-se novamente o tubo no vaso con-
tendo gélo. Quando estiver gelado o tubo, desarrolha-se e adiciona-se 0,1 ml
de solucao de veratrol. Agita-se o tubo conservando-o no gélo e espera-se
uma hora. No fim déste tempo faz-se a leitura no fotéometro de Pultrich.
Filtro S. 53 cuba de 10 mm.

O resultado é lido diretamente no graftico e o valor encontrado é mul-
tiplicado pelo volume de sangue usado para obtencao do acido latico em mg
por 100 ml de sangue.

Construcao do gratico

Toma-se uma série de tubos em que se coloca 0,5 ml de uma solucao
contendo de 5 a 40 microgramas de acido latico. Opera-se do mesmo modo
que para o filtrado de sangue. Com as exting¢des lidas traga-se o gratico fi-
gurando as quantidades de acido latico na abcissa e as extingdes em orde-
nada. O desenvolvimento da cor seque a lei de LAMBERT BEER, dentro destas
quantidades. (Gratico 1) .

E ,
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Q3 Cusa = 10 mm.
FiLtrRo = § 52
il
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OBSERVACOES

Limpeza do material

O tubo para o aquecimento do filtrado de sangue com acido sulfirico e
a bureta para o acido sulfurico, devem ser lavados com acido sulfiirico quente
e depois com agua destilada. Seca-se na estufa.

Desproteinizacio

Como se pode verificar no quadro IV, varios desproteinizantes tém sido
empregados pelos diversos autores. Porisso, procuramos determinar a in-
fluéncia da desproteinizagdo no rendimento do acido latico nos filtrados.
Empregamos o acido tricloracético e as técnicas de desproteinizacdo sequndo
FoLIN e Somocy! (I e II).

Os resultados obtidos foram tabelados no quadro V.

QUADRO V
DESPROTEINIZANTES
MG DE ACIDO LATICO EM 100 M1
DE SANGUE
No.
ACIDO FOLIN-WU OMOGY
TRICLORACETICO TR S P SOMOGYT 1T

1 0,23 9,50 9,60 972
2 11,58 11,60 11,60 11,75
3 12,10 12,25 12,40 12,50

A diluicdo do sangue influi na precipitacido completa das proteinas e o
rendimento do acido latico é uma funcido do pH do filtrado. A técnica de
desproteinizacdo que deu resultados melhores de recuperacido do acido latico

adicionado ao sangue, foi a de Somocyr II.
Adicao do acido sulfirico

O aldeido acético forma-se a temperatura ambiente quando se adiciona

o acido sulfdrico concentrado sdbre uma solucdo contendo acido latico. Para
evitar perda do aldeido acético, deve-se trabalhar com o acido sulfirico ge-
lado e ter o cuidado de pipeta-lo com o tubo de reacdo mergulhado em cuba
com gélo.

A producao do aldeido é uma funcao da concentracao e quantidade do
acido sulfurico usado. Quando se trabalha com amostras de teor elevado em
acido latico, deve-se dilui-las com agua destilada e tomar 0,5 ml da diluigao.

Pode-se também dobrar a quantidade do acido sulftrico.
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Tempo de aquecimento

MENDEL e GOLDSCHEIDER preconizam como tempo 6timo de aquecimento,
quatro minutos. MILTON, ELGART e HARRIS, encontraram como tempo Otimo,
cinco a 10 minutos. Fizemos uma série de determinacdes com uma mesma
quantidade de acido latico empregando tempos diferentes. O maximo de

rendimento foi entre quatro e cinco minutos. Aquecendo mais de 10 minu-
tos, os valores diminuem.

Especificidade e sensibilidade

Os corpos cetdnicos, em geral, ndo perturbam a reacio, o que permite o
seu emprégo nos casos de diabete e acidose.

O aldeido acético, o aldeido férmico e o acido pirtvico, dio coloracao

vermelha. Porém, como existem em quantidades minimas no sangue, nao
alteram os valores.

A glicose da desenvolvimento de cér com o veratrol. Tratando-se o fil-
trado pelo método de SALKOWSKY, elimina-se esta causa de érro.

MENDEL e GOLDSCHEIDER encontraram uma sensibilidade para o método
de 1/200.000, trabalhando com o colorimetro AUTHENRIETH. MILTON, de 5
a 30 microgramas, usando fotoelectrdmetro de Cambridge. E1LGART e HARRIS,
com o colorimetro fotoelétrico de Evelyn e usando filtro S 520 verificaram
uma sensibilidade 6tima entre 10 e 90 microgramas.

Técnica de Miller e Muntz

EEGRIWE verificou que o aldeido acético produzido pela oxidaciao do
acido latico em presenga do acido sulfirico concentrado, produz com o p-hi-
droxidifenil uma coloracdao violeta intensa. MILLER e MunTz estudando os
tatores que influenciam a oxidagdo do acido latico e subsequente reacdo co-
lorimétrica com o p-hidroxidifenil, converteram o test qualitativo de EEGRIWE

em método para dosagem de ultra-micro-quantidades de acido latico dada a
alta sensibilidade do reativo para o aldeido acético.

Principio do método

As proteinas do sangue sdo removidas pela técnica de SoMoGY! e o fil-
trado aquecido com acido sulfirico, copulado com o p-hidroxidifenil e a cér
desenvolvida lida no fotémetro de Pulfrich, filtro S57 e cuba de 5 mm.

Reagentes

(Os desproteinizantes sdo os mesmo empregados na técnica anterior).
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I — acido sulturico D = 1,84 (Kahlbaum pro-analise):

2 — solucao de p-hidroxidifenil (dissolvem-se 225 mg dos cristais de
p-hidroxidifenil em 10 ml de solucao de soda 0.18 M. E’ uma so-
lugao quase saturada. Os cristais formados sdao redissolvidos

aquecendo-se a sclucao antes de usa-la. Esta solucio é estavel
até trés meses ( KOENEMANN) .

Puriticacao do P-Hidroxidifenil

Dissolvem-se cerca de 30 grs em um volume minimo de acetona pura
e quente 55°C. Adiciona-se agua até a formacdo de solidos e esfria-se a 0°C.
Obtém-se cristais por filtracado em Buchner. Redissolvem-se-0s em acetona
quente e repete-se a cristalizacao mais duas vézes. Secam-se os cristais em
ccrrente de ar e depois a 80°C por 12 horas.

3 — Solucao de lactado de litio:
4 — solucao de tungstato de sodio a 10 ¢ ;
5 — solucao de sulfato de cobre a 7 ¢r.

I écnica

Pode-se trabalhar com 1 ml, 0,5 ou 0,1 ml de sangue.
A desproteinizagao é feita como na técnica anterior, obser-

vando-se apenas a propor¢ao dos reativos, de acordo com
as quantidades de sangue empregadas.

Tomam-se 0,2 ml de filtrado obtido em um tubo com
rolha, (tig. 2) que se mergulha em agua gelada. Adicio-
nam-se vagarcsamente, 1,5 ml de acido sulfurico concen-
trado exatamente medidos. A rélha deve ser lubrificada
com a ultima gota. Fecha-se entdo o tudo e agita-se cui-
dadosamente para misturar bem o centeido. Coloca-se
no banho-maria fervente por cinco minutos exatos. Es-
iria-se imediatamente em agua gelada por 10 ou 15 se-
jundos. Retira-se o tubo e roda-se por alguns sequndos
aum angulo de = 25° para a horizontal. Deixa-se na ver-
tical e adiciona-se com a micro-pipeta de KroGH ou outra
dipeta milesimal 0,02 ml da solucao de p-hidroxidifenil.
1'em-se o cuidado de pipetar bem no centro do tubo para
que as particulas nao adiram as paredes. Agita-se o
tubo para dissolugao e mistura total do reagente, deixan-
I'_'- % do-se depois em repouso por uma hora a temperatura

de 25 a 30° C.
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No fim déste tempo o maximo de cor é desenvolvido. Aquece-se em

banho-maria fervente por 30 ou 40 segundos para dissolucao completa do
reagente. Esfria-se e faz-se entdo a leitura no fotometro gradual de Pur-

FRICH. usando-se a cuba de 5 mm e o filtro S 57.

Os resultados sao lidos na curva de calibracao.

Construcao do gratico

Teoma-se uma série de tubos contendo de 0,5 a 10 microgramas de acido
latico em 0,2 ml da solucao de lactado de litio (Gratico 11).
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Especificidade

v

O p-hidroxidifenil foi empregado com varios acidos organicos que es-
truturalmente estdo relacionados ao acido latico e que podem estar a éle as-
sociados em reagbes bioldgicas. Apenas o acido piriivico d4& uma pequena
coloracdo. Empregamos porisso o sangue liquoidado adicionado de fluoreto
de sédio que impede a transformagdo do acido latico em acido pirivico.
Outra vantagem do p-hidroxidifenil é ndo dar reacdo com os hidratos de car-
bono em geral. Isto permite dosar o acido latico em sangue de diabéticos sem
prévio tratamento do filtrado pelo sulfato de cobre e hidréxido de calcio.

E’ um método extremamente simples, especifico e ultra-sensivel para o
acido latico. Enquanto nas outras técnicas podia-se trabalhar com amostras
contendo no minimo 10 a 100 microgramas de acido latico, esta tem uma
sensibilidade o6tima entre 5 a 10 microgramas e pode ser empregada para
dosar quantidades tdo pequenas como 0,1 micrograma de acido latico.

Erro dos métodos estudados

Determinamos o tedr em acido latico de 20 individuos normais pelos mé-
todos de EDwARDS, MENDEL e GOLDSCHEIDER, e MILLER e MuUNTZ, por nés
moditicados em alguns pontos. Os resultados obtidos forneceram as seguin-
tes médias e desvios de média.

QUADRO VI

ACIDO LATICO EM Mg PARA 100 M1
DE SANGUE

MAX. E MIN.

EDWARDS

MENDEL E
GOLDSCHEIDER

MiLLER E MUNTZ

Max. e e e 15,25 14,45 15,40
Min. . e 7,30 6,94 6 9C
M. e, 10,30 10,78 10,59
. M. 2,96 3,68 4,46

Resumo e conclusées

-
»

Apresentamos uma resenha dos principais métodos empregados para de-
terminacdo do acido latico no sangue. Entre eles descrevemos os de EDwWARDS
(titulométrico), MENDEL e GOLDSCHEIDER (fotométrico) e MILLER e MuNTZ
(fotoelétrico), com as modificagdes por nés introduzidas e resumiremos a

seguir.
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1) Na técnica descrita por EDWARDs, fizemcs as seguintes alteragdes:

a) adicdo de uma placa porosa no tubo de absor¢ao;

b) passagem de corrente de ar no frasco de reagdo, afim de expulsar os
corpos cetdnicos volateis, antes de conectar o tubo D e abrir o reser-
vatério de permanganato. Evita-se assim a oxidagao e combinacao
ao bisulfito de outras substdncias que n3o o aldeido acético;

¢) conservacgao de tubo de absorc¢ao entre 13 a 20°C durante a destilacao;

d) titulacdo do bisulfito combinado a 4° C.

Quando se trabalha com quantidades de acido latico acima de 5 mg,
devem-se empregar quantidades duplas de bisulfito de sédio. Veritica-se a
presenca de quantidade elevada de acido latico pelo consumo do perman-
ganato (nas dosagens normais consome-se uma média de 20 ml) e demora na
mudanca de cor no frasco de reacgao.

O método mostrou-se sensivel em nossas maos com amostras de 0,04 mg
a 5 mq de acido latico (as concentra¢des sdo referidas ao acido latico equi-
valente do lactato de litio) .

O érro do método foi de 0,018 %. O valér médio para o acido latico de-
terminado em 20 individuos normais de 18 a 40 anos, foi de 10,30 mg por ml
de sangue total (quadro VI).

No método de MENDEL e GOLDSCHEIDER, modificamos:

a) a técnica de desproteinizagdo usando a de Smoocyr (1) (sulfato de
zinco e soda) em vez do acido metafosforico;

b) o aquecimento foi fcito em tubos providos de rélha esmerilhada para
impedir volatilizagdo do aldeido acético no aquecimento;

c) o acido sulfirico foi sempre gelado antes de usar e pipetado com o
tubo de reacio imerso no gélo a fim-de evitar perda do aldeido acé-
tico que se forma a temperatura ambiente.

A técnica de desproteinizagdo influi no rendimento do &cido latico que
esta condicionado a diluicao e pH dos filtrados.

Experimentamos varias técnicas de defecagdo (quadro V). A que [or-
neceu melhor recuperacio do acido latico adicionado ao sangue, foi a de So-
mocyl (II) (sulfato de cobre, tungstato de sédio) .

Adaptamos o método colorimétrico ao spectrofotdmetro de PULFRICH. O
filtro de escélha é o S53 e cuba de 10 mm.

A sensibilidade 6tima foi entre 5 a 70 microgramas. O érro do método
¢ de 0.23 % a média encontrada para o sangue humano normal, foi de 10,78
por 100 ml de sangue.

115.026 F. 9 —
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No método de MILLER, e MuNTZ, introduzimos:

a) desproteiniza¢do pelo tungstato de sédio e sulfato de cobre:
b) p-hidroxidifenil em solug¢do saturada, como preconisa KOENEMANN:

c) a solucdo de p-hidroxidifenil é estavel até cinco meses quando guar-
dada em vidro escuro e na geladeira.

A sensibilidade do método é de 0,1 a 10 migrogramas, quando se usa o
totémetro gradual da PuLFricH, filtro S57 e cuba de 5 mm.

Adaptadmos o método para 0,1 ml de sangue.

O valor médio obtido para o sangue humano normal foi de 1058 mg
para 100 ml de sangue.

O érro do método em nossas maos foi de 0,17 %.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

A critical study of three methods for the determination of lactic acid
(EbwarDps, MENDEL & GOLDSCHEIDER, MILLER & MunTz) is presented and
some modifications are proposed.

It was shown that more accurate results could be obtained with
Edward’s technic when an Iena glass filter is connected with the absorption
tube. Before the dropping of the permanganate solution it is necessary to
pass a current of air thrcugh the reaction flask to avoid the oxidation of the
non-lactic acid substances which interfere with the reaction. The absorption
~ tube must be maintained at 18°C during the destillation and the titration of
the bisulphite binding aldchyde at 4°C. When the sample contains more than
5 mg it is useful to work with greater quantities of the bisulphite. More per-
manganate is consumed when the lactic acid concentration is higher. The
sensivity of the method permits the titration of 0.04 mg to 5 mg of lactic
acid in the sample. The calculated error of the method gave 0.018 % and
the normal values for blood dectermined in 20 human cases averaged 10.30

mg per 100 ml (Table VI).

MENDEL and GOLDSCHEIDER'S method was modified in the following
details: Somogyis deproteinization was performed instead metaphosphoric
acid as in the original method; to avoid the evaporation of the acetic aldehyde
during the heating time with sulfuric acid a special glass stopped tube is
proposed (Fig. 2). The reaction with sulfuric acid and veratrol is performed
in an ice bath. Blood proteins precipitants were tried and Somogyi’s lattest
tecnic showed better results (Table V). Colorimetric readings were done in
the PuLrricH photometer using filter S 53 and a 10 mm cup. The method is
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accurate within an error of 0.23 % and samples of 5 to 70 microg. could be
easily determined. Normal values for human blood averaged 10.78 mg per
100 ml. More accurate results were obtained with the technic of MILLER &
MunTz. Slight modifications were introduced : deproteinization with copper
sulfate and sodium tungstate; satured p-hydroxydiphenyl solution according
to KOENEMANN which is stable for 5 months when stored in the ice-box.
Using the PUuLFrICH step-photometer the error is 0.17 % with samples va-
rying from 0.1 to 10 microg. of lactic acid. The filter employed was S 57
with the 5 mm cup. The method was adapted to 0.1 ml of blood. Normal
values for human blood gave an average of 10.58 mg per 100 ml.
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