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Nuovo metodo di determinazione del fosforo lipidico nel siero 

D. VALENTE e M. R. PENATI GLASSER 

Laboratorio di Biochim ica dell'O$pl.'dale Maggiore Ca' Gronda di M ilano 

Il metodo da noi propos to si basa sull' impiego di un r eattivo che preci· 
pita in modo selettivo le lipoprotcin e, ed è particolarmente adatto per analisi 
in grandi serie. 

P er la precipitazione delle lipoproteine del siero abbiamo impiegato un 
agent e pr ecipitante simile a quello utilizzato da Jordan (1) per il dosaggio 
del colesterolo (solfato di destrano di alto P .M. e ioni calcio); il solfato di 
destrano impiegato ha peso molecolare 500.000, più basso di quello usato 
da Jordan (2.000.000). Abbiamo anch e modificato il pH della miscela preci
pitante, portandolo a 4, 7, av endo consta tato che a p H n eut ro in pr esenza 
di ioni calcio precipita anch e una part e del fosfato inorganico. 

Per la digestione del materiale lipoproteico abb iamo utilizzato l'acido 
clorico alla temperatura di 130-1400C, come proposto da Zak (2) per il dosag· 
gio dello iodio p roteico. 

Per la det erminazione finale degli ioni fosfato abbiamo utilizzato la 
reazione al blu di molibdeno; come riducente abbiamo utilizzato l'acido 
ascorbico, proposto da Chcn (3), in quanto il suo potere cromogeno è 5 volte 
:-upcriore a quello Jell' acido amminonaftolsulfonico. 

Si imp iegano i seguenti reattivi : 
L) Soluzione tampone pii 4,7: sciogliere 136 g di sodio acet ato in 

t' irca 500 ml di acqua deionizzata, aggiungere 60 ml di acido acetico 
glaciale e portare al v olume di l litro con acqu a dr ionizzata; controllare 
il pEI. 

2) Rcattivo precipitante: mescolare in parti uguali una soluzione di 
doruro di calcio 0,1 M e una soluzione di solfato di dest ran o (ditta P hnr· 
rnacia) 0,05 g/ 100 mL 

3) Soluzione madre r ontcncntc 100 m g di fosforo inorganico in 
100 ml: scioglier e 4,39 g d i KIT~P04 puro per analisi ('lerck) in un li tro 
d i acqua deionizzata; conservare in fri l!:orifcro con l' a~giunta di qualche 
goccia di cloroformio. 
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464 COMUNICAZIONI 

4) Soluzione stand ard conten ente l O mg di fosforo inorganico i n 
100 ml: al momento dell'uso diluire 5 mi della soluzione precedente (N. 3) 
a 50 ml con acqua deionizza t a. 

5) Soluzione di acido dorico: in un b echer da l lit ro introdurre 450 mi 
d i acqua deionizzata e 250 g di clorato di pot assio RP C. Erba; sciogliere a 
fuoco vivo sotto una cappa con buon a aspirazione; spegnere la fiamm a e 
aggiunger e cautamente, mescolan do, 188 ml di acido p ercloricn 70% Mr rc k. 
Raffreddare per almeno 2 ore in frigorifero ed eliminare il precipitat o p er 
filtrazione. 

6) Bicromato di p otassio: 1,3 g/100 ml in acqua deionizzala. 
7) l\1iscela ossidante: m escolare 20 parti d i soluzione 5) e l parte di 

soluzione 6); la miscela è stabile e può essere conservata anche a tempera
tura ambiente. 

8) Molibdato di ammonio: 2,5 g/100 ml in acqua deionizzata. 
9) Acido solforico: 2 N: diluire l' acido solforico concentrato l : 18 

con acqua deionizzata . 
10) Acido ascorbico: 10 gfl OO ml in acqua deionizzata; conservare 

in frigorifero. 
11} Miscela cromogeo a: al momento dell'uso mescolare l par te di 

soluzione 8), 3 parti di soluzione 9) e l parte di soluzione 10). 
P er il bagno di glicerina n oi utilizziamo un'apposita vasca di acciaio 

inossidabile a 120 posti (35 X 15 X lO cm) t ermostat ata e munita di agita 
tore magnetico e di appositi stativi in acciaio inossidabile a 40 X lO pos t i 
(Dit ta LP Italian a, Cinisello Balsamo, Milano). 

Tutte le analisi sono eseguite in doppio. In due provette da centrifuga 
della capacità di 10 ml si pipettano 0,1 ml di siero o di plasma, 0,5 ml di 
t ampone a pH 4,7 e 4 ml di r eattivo precipitante; contemporaneamente ;,; i 
analizza un siero di controllo del commercio (ad es. Monitrol Il). 

Dopo 15 minuti si centrifuga a 4000 giri p er 5 minuti e si elimina accu
ratamente il sopranatante, as-;orbeodo su carla bibula le ultime gocce di 

soluzione. 
Si allestiscono due standard e due bian chi utilizzando 0,1 mi risp et t i

vameote di soluzione standard di fosfa to e di acqua deionizzata. Si aggiun
gono 0,7 ml di miscela ossidante a tutti i campioni e si pongono le provett e 
in bagn o di glicerina a lOOOC sot to una cappa con buona aspirazion e; dop o 
lO minuti si aumenta la temperatura fi no a l4{)0C. 

La digestione è di norma completa dopo 15-20 minuti (rafi'rcddando 
2-3 provette dei campioni in esam e in acqua fredda si deve osservar e la 
comparsa di cristalli rossi, altrimenti si dovrà continuare la digestione pn 
altri 5 minuti). Si pongono le provette in bagno d' acqua fredda, si aggiun
gono 3 ml di acqua deionizzata e 3 ml di miscela cromogena e dopo 3 minut i 
si procede alla lettura del colore a 700 nm azzerando con il bianco. 

A tnl. ht. SUJ)Bt'. Sani te) (1971) 7, 463-466 
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VALENTE E PENATI GLASSEn 

Per il calcolo s1 impiega la formula : 

tasso di fosfolipidi in mg/100 ml = 250 
E x-c-
E st 

in cui Ec = estinzione ottica data dal campione 
E at = estinzion e ottica data dallo standard 
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I n una ser ie di analisi effettuate in parallelo abbiamo ottenuto con il 
nostro metodo uno scarto medio fra i doppi campioni pari a circa un terzo 
di quello ottenuto con il metodo di riferimento (6•6); le medie dei due 
gruppi di v alori sono invece assai vicine (Tab. 1) . 

TABELLA l 

Raffronto tra il metodo proposto dagli Autori (A) e il metodo di riferimento (B) 

D = Metodo di Zilversmit all'acido perclorico (0·') praticato sull'estratto 
cloroformio-metanolieo del siero secondo Sperry e Brand (•) 

Campaone 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

lO 
n 
12 
13 
14 

15 
16 
17 
18 

.\IETOOO A 
mgf lOO mi 

Valori medi 
(do .. ggio io duplicato) 

114 
140 
160 
166 
172 
184 
197 
204 
206 
206 
250 
250 
255 
259 
292 
330 
349 
:i94 

Media l- - - -
Deviazione st andard 

241 

4,35 

lli:TOOO D 
mgti OO mi 

Valori mtdl 

{tiO!>agg io iu d uplit'ato} 

127 
Ull 
184 
166 
196 
180 
180 
230 
191 
196 
275 
290 
223 
270 
321 
310 
368 
600 

2 ~7 

13,8 
CoefFciente variazione ~------------!------------

l ,8 °{, 5,6 °~ ---,--. 
N. B. - Le deviazioni. stnndard sono state c-alcolate mediante la nota formula: s = l :S d, 

f 2N 
in cui :E d; è la somma delle dilfrrenze tra i doppi campioni, e ;;l è il uumero totale 
dei campioni analizzati. 
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Tenendo conto del fatto che nel siero sono presenti due gruppi di com
posti fosforati di natura non lipidica, fosfati inorganici e esteri fosforici 
(in particolare il glicerofosfato, il glucosio-6-fosfato e i nucleotidi, presenti 
questi ultimi, nelle emazie), abbiamo proceduto aUa verifica di possibili 
interferenze. Abbiamo aggiunto rispettivamente a due diverse serie di 5 
-campioni di siero una quantità di fosfato inorganico tale da ottenere nei 
campioni un t asso finale di fosforo pari a 100 mg/100 ml o una quantità 
di P-glicerofosfato tale da ottenere una concentrazione finale dell'estere 
pari a 260 mg/100 ml; questi valori sono circa 10 volte superiori a quelli 
massimi riscontrabili nel siero. I risultati hanno mostrato che dopo i normali 
passaggi analitici la percentuale r esidua dei composti esaminati è pratica
m ente trascurabile. 

Un vantaggio importante del metodo proposto consiste nella sua rapi
dità (in circa 2 ore e m ezza è possibile analizzare 60 campioni in duplicato). 
che è preziosa soprattutto per serie analitiche numerose. 

Inoltre, data la piccola quantità di proteine precipitate, si possono 
impiegare per la digestione con l'acido clorico t emperature r elativamente 
basse e quindi procedere alla digestione simultanea di un gran numero di 
campioni in un bagno di glicerina, senza ricorrere alla fiamma. 

L'isolamento delle lipoproteine m ediante precipitazione costituisce un 
passaggio analitico assai più semplice deUa estrazione dci lipidi con solventi 
organici (4

• 6) , che richiede p er l'estrazione i lavaggi e l'evaporazione del 
solvente. 

La precipitazione delle proteine (e quindi d ci complessi lipoproteici) 
viene anche eseguita mediante acido tungstico o acido tricloroacetico, s t·· 
guita da centrifugazione, eliminazione del sopranatante e digestione d el 
sedimento (2), ma in presenza di emolisi si ottengono valori in eccesso, a 
causa della coprecipitazione di una parte almeno del fosforo organico pro· 
venicnte dalle emazie. 

È lecito in conclusione sottolineare la buona corrispondenza con il me· 
todo di riferimento e l'ottima riproducibilità dei risultati, che va attribuita 
in gran parte alla riduzione dei passaggi analitici. 
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L'influenza del carico lipidico sulle curve da carico di Lipiodol 

E. DENEGRI e E. GATTI 

Laboratorio di Biochimica e Servisio di Dieto14gia tkll·O~pedah Magsiore Ca' Granda di Milano 

RIASSUNTO 

N el quadro di uno studio sul comportamento dello iodio plasmati co 
dopo carico di Lipiodol (•) in differenti stati fisiologici e patologici, abbiamo 
ritenuto opportuno esaminare l'influenza di un contemporaneo pasto grasso 
sulla curva da carico di Lipiodol in soggetti normali. 

La prova fu eseguita su 15 adulti sani: essa consisteva nella sommini
strazione contemporanea di 5 ,ul di Lipiodol e di l g di maionese commer
ciale (contenente circa il 70 % di grassi) per kg di peso corporeo unitamente 
a 4 fette biscottate, e nella determinazione delle variazioni del tasso plasma
tico di iodio totale, iodio lipidico, lipidi totali, trigliceridi, fosforo lipidico 
e acidi grassi non esterificati (NEF A) alla 2a, 3&, sa, 8& e 24& ora. Si ese
guirono anche le determinazioni delle suddette frazioni lipidiche e dello 
iodio eliminato con le urine nelle 24 ore della prova. Un gruppo di controllo 
costituito da 20 adulti sani fu trattato con Lipiodol, ma non ricevette il 
pasto grasso. 

Dopo somministrazione di Lipiodol, con o senza carico lipidico, i sin
goli profili delle curve dello iodio plasmatico presentavano una variabilità 
notevole; facendo per~ riferimento al gruppo esaminato inteso in senso 
statistico e non al singolo individuo, si riscontrarono differenze altamente 
significative fra i due tipi di curve ottenute. 

Nei risultati si notava una differ enza molto grande come valori asso
luti: la iodemia lipidica nei controlli raggiungeva infatti in media un valore 
massimo di 483 ~Jg/100 ml, mentre quella dei soggetti che avevano ricevuto 
un pasto grasso si fermava a 148 p.g/100 ml. Inoltre, mentre nei controlli 
il picco massimo era raggiunto nella quasi totalità dei casi tra la 28 e la 3a 

(•) Trigliceride iodato contenente iodio in quantità pnri al 40% in peso . 

..t nn. lat. Suprr. Sanità (1971) 7. 407...U 
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ora, ne'l te :~ t associato al carico grasso si aveva un netto spostamento 
verso la sa-sa ora: in un solo caso si è riscontrato alla Jn ora. L'elirnioazion'' 
urinaria dello iodio non mostrava differenze s ignificative nei due gruppi. 

Per quanto riguarda infine il comportamento dcUe frazioni lipidicht' 
esaminate si osservava un aumento m odesto della lipcmia totale ed una scarsa 
variazione del fosforo lipidiro e dei NEFA, m entre si notava un sensibile 
aumento dci trigliceridi, pari in media al 33 % rispetto al valore inizialt•. 

I livelli massimi iodemici bassi c tardivi da carico di Lipiodol. riscon
trati in presenza di carico lipidico simtùtaneo, non possono essrre spic~nt i 
sulla base di un assorbimento incompleto; l'eliminazione fecale dello iodio 
risultava infatti co tantementc pari o inferiore al 5 % della dose omrni
nistrata, s ia nei controlli che nei soggetti sottoposti a contemporanea somm i
nis trazione di carico lipidico. I:: invece probabil e che nel caso di sommini
strazionc di un forte carico lipidico, la digestione e il conseguente assorbi
m ento del Lipiodol divengano più lunghi e laboriosi. Si d eve inoltre ammct
t err che la sommirustrazione simultanea di un forte carico lipidico accelrri 
il ricambio metabolico dei grassi iodati assorbiti e la loro scomparsa dal 
circolo: ciò può spiegare le concentrazioni r elativamente basse di Lipiodol 
riscontrate dopo un carico simultaneo di grassi non iodati. Questa interpre
tazione trova un'analogia con quanto riportato da Vao llandel c Zilvcrsmil 
(1. Lab. Clin. Med., 52, 831, 1958) per alcune esperienze sull'assorbimenlo 
di trioleina marcata con Jl31 nel caot' . 
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Curve da carico di Lipiodol in soggetti obesi 

E. GATTI e E. DENEGRI 

Laboratorio di Biochimica e Servizio di Dietologia dell'O!pedalt Moggiore Ca' Granda di Milano 

HIASSUNTO 

1\"ell'am.hito di una serie di ricerche sul comportamento dello iodio pla
smatico dopo carico di Lipiodol, in differenti s tati fisiologici e patologici 
abbiamo eseguito il test del Lipiodol in 15 soggetti obesi, di sesso femminile, 
d i età variabile da 37 a 69 anni, non sottoposti a trattamento alcuno e, 
per confronto, in un gruppo di 20 adulti normali, di età compresa tra 21 e 
48 anni. 

La prova consisteva n ella somministxazione w 5 /{l di Lipiodol per kg 
di peso corporeo e nella determinazione del tasso plasmatico dello iodio totale 
,. dello iodio lipoproteico alla 2a, 3~', sa, Sa e 24a ora; si eseguivano inoltre 
la iodemia basale e la ricerca dell'eliminazione d ello iodio con le urine nelle 
2·' ore della prova. Sono stati utilizzati i metodi da noi indicati nella relazio
ne al XII Congresso Nazionale della Società Italiana di Gerontologia c Ge
riatria, Firenze 19-23 aprile 1970. 

Il comportamento dello iodio totale dopo carico di Lipiodol presen· 
tava nei due gruppi dill'crenze spiccate. Negli obesi il livello massimo 
veniva raggiunto nel 53 °{, dei casi alla 3a ora e nel 40 % dei casi alla 5& ora 
,.J in m edia era 1110 pg/100 ml; all'Sa ora era 680 p g/100 ml ed alla 24a 
ora 348 ,ug/100 ml. Nel gruppo di adulti normali tali livelli erano rispetti
vamente 531,, 211 c 92 ,ug/100 ml, cioè ben due o tre volte inferiori; il 
livello massimo si aveva nel 75 % dci casi alla 3a ora e soltanto nel lO 0 

0 

dci casi alla sa ora. La percentuale dello iodio lipidico rispetto aUo iodio 
totale plasmatico negli obesi raggiungeva in media il 78 %, sia al momento 
tlcUa massima concentrazione che aUa 24a ora, mentre nei soggetti normali 
in media era il 64 % ed il 57 % rispettivament e. 

L'eliminazione urinaria media del Lipiodol negli obesi (56% della dose 
~oomminiHrata) è risultata infine nettamente superiore a quella degli adulti 
normali (37 %)· 

·• nn. h t . Suver. Sanit~ 11971) 1. 4611-470 
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Le differenze riscontrate fra il gruppo dei normali c il gruppo degli 
ob<·si per quanto riguarda i livelli iodiolipidemici medi c i valori medi della 
eliminazione dello iodio con le orine non possono esser e attribuite a un di
verso assorbimento dei trigliccridi iodati; la percentuale di iodio non assor
bita ed eliminata con le feci risultava infatti circa uguale nei due gruppi, 
e comunque assai bassa ( < 5 %) . 

Ln maggior percentuale dj iodio eliminata dagli obesi con le urine po
trebbe essere attribuita ad un accentuato catabolismo dci trigliceridi iodati 
- che negli obesi sono per lo piìt presenti in circolo a concentrazioni più 
alte nei confronti dei soggetti normali - piuttosto che ad una maggion· 
attività deiodinante della parete intestinale. 

Le differenze riscontrate nelle curve della iodcmia da carico dipendono 
assai verosimilmente da Wl diverso comportamento metabolico dei tr~lict' 

ridi iodati. I livelli più elevati eli iodio libero e d i iodio lipidico riscontrati mt·
diamente in circolo negli obesi rispetto ai soggetti normali fanno infatti 
pensare ad un rallentamento d el ricambio dci trigllccridi iodati anche se 
ciò è in contrasto con la «vivacità» ormai ampiamente dimostrata dell' at

tività metabolica del tessuto adiposo. 
Il rallentato ricambio dei trigliceridi iodati circolanti potrebbe t ro

vare una spiegazione nelle note connessioni metaboliche esistent i tra NEF.\ 
e trigliceridi e nell'alto livello d <'i ~EFA circolanti nell'obeso, la cui con
centrazione eser cita un controllo a livello tissutale sulla lipasi lipoproteiru 
non ormono-dipendente. 

A nn. I 1t , Suver. Sonlt!\ (1971) 7, 460- 4711 


