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La iniciacidén de estas humildes lineas,secan de rego-

noeimiento 2 mis maestros del Loctorado en .ufmica;y,de eterno

- -

agradecimiento al Dr. Venancio iculotfeu,que supo orienter en W

todo momento,la forma de allanar las dificultades que se pre=
sentaron; y al‘Lr.‘?ogelio'h_?relles,que con la gentileza

que siempre le ha caracterizado,puso & disposiciodn del sus-
crito,todos los elementos necesarios,incluso el laboratorio
de uoras’banitarias de la.ﬁaci6n,haciendo de esta manera po=

sible la realizacidn del trabajoe.

» todos ellos muchas graciase.
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1) hesumen de los antecedentes bibliogrdfidos
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Cuando bomagk,pr<sent6 en 1935 sus trabajoa nobre la ao-
cién quimioterdpica del: 4-aultonam1dp,2.4&1a¢4pnagpben¢ol.se per.=
88 que se habfa enoontrado la aoluoidh'ar'trbtamiéhtq de numerosas
infeociones;hasta gque fueron apareociendo las oontrarikdaees. ‘u
gran toxicidaed,que hizo del prvduoto,una sustanoia de {ndioe teray
péutico muy bajoe. \

e pensd que la accidn quimoterdpica del produotq.residia
en el grupo diago.los investigadores franceses,Trefoul y oolaborad
dores,(12; tratandb de comprobar ésto, desoubriéfon que 1a\pooidn
bacterioida,era debida al grupo: p-aminobenoenoeulfonamido,q&nfilﬁ&
do luego por Colebrbok en Inglaterra.- b

La acoidn baotericida del p-aminobenocenesulfonamido pdgo
sobre el estreptoooco hemolftioo,osoilaba in vitro",en concenﬁ?a-
ociones de 1/10 000 a 1/18.uive "In vivo las oonoentraoiones neb-
cesarias para dzfzf acoidn teraplutica, son mucho mayores,aparecien<
do a veces efectos tdxicos sobre rifion e hfgado.

.rocurando disminuir su toxiocidad y aumentar su solubhilidad
gse preﬁhraron nunerosos derivados del p-aminobencenesulfonamido,
adoptandose para csas sustancias el nombre de:"SULFiMID.t", .08
autorea.Long ion. and 31133 (2),citan dieg aer£¥h66§'5£€'sé emple=
an terapeuticamente,estableciendo que la droga,no tiene ningin
efeoto curativo,en concentraciones quo tengan menos de 15 mg. por
100 ml. de sangre..Ll inconveniente que presentaron estos compucsse
i&s.fué 1la 1ntole£hncia,en algunos pacientes,en dosis poco mdse
elevada que la terapfutica.-

Loe sulfanilamido derivados ocitados por los autores Iong
and dlissLZ/.y otros gue posteriormente han tenido gran empleo
terapéutico,son los siguicntes:



Nombre gqufmioco Nomenclatura médica
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b, Prontylin- 3treptocide~
rontosil album-
Lysococcine-Sulfamida

Yo, NH, T ( 1162°F )
v . 9
p-aminobencenesulfonamidae. Sulfanilamida
irrontosil

frrontosil flavum.

443ultonanido-2.4dianino-
benoene.

NH.CoCHy
Neoprontosil
Horos 99 S0, Mg :rontosil soluble
1) -

4-gulfonamidofenil-2«ago-~
T-acetilamino-l-hidroxinaf
til-3-6-disulfonatosédioco.

A —cen <
Septacine
rroseptacine
0, /H, ¥ 462 )
N4-dencilsulfanilamida
vH,
Disuldn.

0 HH—L___DSOMHe
N4-sulfanilsulfanilamida.
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lombre quimico ..omenclatura médica
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h,w&0,~< Sn=7 sulfonamidocrisoidira

4-gulfonamido-2-~-4diaminoazobenzol.

At

]

A4
50, rTR. CO- €M,

p-aninobencenesulfonacetoami-a.

La necesidad de controlar la comcentracidn de las anterio-
resdrogas,en sangre y orina,nos ha llevado a estudiar uno de lo:
métodos colorimétricos de dosaje.



ieoris_de lus mediciones fotométrioae_y desoripoidn
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de los aparatos  eplesdas
sara poder a;licar al dosaje de una sustanoia,una reacoidn ocolo
rim&£}1oa.os neoesario ver si cum,le la ley de eerx.
upongamos ur hag luminoso de rayos paralgioe.,roveniente de
una fuente luminosa,lém,ara fig .1, . ocuym intemsidad llamamos -1
-8 obvio, que la Lus ui utravesa; una capa, de wna oierta snatanoia x
no zaldrd con la misma intensidad yue ontrd;pon\lo tanto emergerd
con unt: intengided 10.
oi la luz ,ue ,enetra éen un ocuoryo es totalﬂente absorbida, se
dice que este €80;a00;0a880 contrario es transidcidp o transparente.
4endo estos dos términos usados ,ara,mencionar elstondnono,ain Lue
inter,.rete la relacién existente Ij y Ie.
1 valur de la reluoida %1 =71 denominaremos ga tox de absorcidn
Lato factor debe ser una: r( .d.{.oJ siendo a AR T
4= "intensided del hag L.minoso 1noxdonto.
1g @ " + emeryentel
) = rrecusncia de iu radiacién. i
@ = eg-esur que atruviess 6l hasg luminoso.
= .aﬁo_f'jzo;i.o_n.t.o_ _d_,_e'_;o.x’t'i'g;g;;;@_ . (oonstante que para oada fripcuencia,

80lo depende de la sustenci\. absorben

te y 4o la unided de longitwg elegida
0 = gonventracién de lu sustenoia ,.e por absoroidn de La:<§adia-

giones pruduoce el ocolore
Lo mismo Qque para la reflexidn ,ei favtor de abaoroidh ;\hpnde
de lu frecuenoia de la radiacidn,siendo :igunus ofs f£foil ahaorbidas
gue otrus' ' "
heoesariam«nte la intensidad de la radiacién omergenke.depehdcl
réddel nﬂmcro de partf{culas que encuentre al atravesar el ¢ pmpo por\“
eso,el factor de absoroidn debe darse por unid ¢ de eapespr y en fuh.
cidn de su concentracidén.
.e deduce yue el cveficiente de absorocidén estd ligado ocon
la L)d. iy la c.median e la eouaciGn :
<=: 1 D7E conocida como la ley de.

Lambert-‘ecre. (16,

- "’ -
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supongamos ahors una sus:uncia coloreuda, para la cual se cum-
ple la ley de Beer. 'onsideremnos concentraciones Variablee.CL, lgjesenn
.....un.untro ‘estas y los faotores de absoraidn/podremos ligarloa en
las siguientes formas

h i 1 .

o ede, f+ Lole de g EA€
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Lsta constante dependerd para cada sustsncia de;la longi:. d ]
de la sustancia absorbente,y de la unidad elegida para medir oc.

w8 constante k es factible de aer detorninada oxuerimontalmente,
los factores de absoroidn I, L ,-_-i,-—

(IL}» '(%} I-LC'I
£, .

son medibles en aparatos llumados fotdnotros.conooida la k y determinm
nados los factores de absorcidn,ée determinan las oonoonf&aOionee
mediante lLas f£6rmulas:

~

Co 4 4»/4_4-)
(-Lf. Ca

‘ -~

fiosotros utilizamos para las anteriores doterminaoionoqﬁl:

ruTulininO_DE FULFEICH=LEXS
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Como hemos visto en la determinacién de los coefiocientes de abd-
sorcidn,interviene la longitud de onda,rasén que implica la necesided
de ut ligar luz monocromftioa..os8 espectrorotdmetros poseen prismas
de disnersidn,que permiten obtener luz monocronéticg&




1 rotémetro de ulfrich-geins,no es es-ectrogotdmetro; ero es
posidle obtener luz de suiiciente purega,para la determinacidén de la
experienciaes,mediante 8 filtros expectrales;que dividen el expeotro
visible ,muy aproximadamente en 8 partes igunles.

'Ca}a una de stas .artes dirieren entre si,en unc:s 3";: a .5 Ty

~stos flitros estan montados en un tambo® a revolver,lo que pen
te intercambiarlos oon faciliadad ..e los designa mediante la let:ra
mayuscula S y un ndmero,que es apfoximadamente la décima parte del v.
lor promed':l.o, de la longitud de onda,que pro orcionae.

..compafiamos las figuras 1 y # lo que nos evitard hacer una desc
0ién susointa del aparatoe

Los coeficientes de absorcidn de las sustancias,iguslados en el
otro 'oampo mediante dos diafragmas,cuadrangulares, que al glrar,lo ha
cen :los lados consecutivos opuestos,en la direccidn de la diagonal
del cuadrado.le forma tal que su oentro esté colocado siempre en el
mismo lusar,a'obre el eje 6ptico del aparato ifig.2,.

“1 llamamos. i X

‘o =’angulo de roiacién del tambor.

S = drea de la abertura del diafragma,oorrespondiente al éngulo

.u = longitud de la diagonal del diefragma que oorresponde al an

) gulo de rotaciéna

L = lado del diafragma correspondiente al &ngulo de rotacidn<

I = intensidad del haz luminoso cuando le aberiura es )

Io= intensidad del haz luminoso ouando la ebertura es méxima.

-

.ara poder relaclonar todos estos valores,elegimos el lado.del
diafragme como unidad,cuando @u abertura es méximae.i.uego al girar el
tambor tendremos:

lara: o= 0 ; O =0 ; L=03 I=s0 3De 0

- - - v - . A v

. . ¥ —

A=360; Swl ; Lel; IaIg; ;Dal?
- L 4 v

L) v -

Como al giro completo,es deair 360! corresponde,extinocidn total
- -y
del diafragma,la aberturs S,estd relacionuda con el dngulo « »siendo
la diagonal L,funcidén lineal de e



tor lo tanto:

R

f.,\:ﬂ

y por otra parte oomo sabemos (ue:

I i S'QL‘-‘\B.:

y sustitnwendo en (1)

X = 360/—

Los tambores,fueron graduados de forma que,o0ada divisidn de X,
oorr&hponda a los valores-a’ que resulta de la expresién anterior,

uobre cada tambor hay doe gsoalaa uma en negro que indica‘lgfou
y otra en rojo que nos da Log < . 4

- 1,

tupongamos ambos tembores colocados en O,escala en roj}o,los camy
pos estén igualmente 1luminados;interponemog en uno de los campos,
una cubeta,una cubeta con la solucién ocoloreada a determinar,y en ot
de igual longitud,aguu destilada,los campos han variado su intensida¢
de luz.uerd necesario correr el tambor (ue corresponde al agua desti’
lada,h;sta que el campo total de{ ooular resulte homogeneamente ilumi-
nado. I

La lecotura en rojo corresponde a un ocierto velor log =t que coir
oide con log = T que es lo que guerfamos demostrar' ¢
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La necesidad de encontrar un método féoil de dosaje,de las sulf
nila&idas,qne permitiera conccer con exactitud,la concentracidén en e
sangre de les amisues,indujo a “arshall,en 1937 +1);buseara un método
cusntitativo rdpido,basado en una diazotaoién del amino gruro. s
aplicable el método,para las siguientcs Bulfanilamidas;p-aminésulfon
amida;N4-sulfenilsulfanilemidajNé4-sulfanil-NSN2dimetilsulfanilamida;
2-gulfanilamidopiridina;sulfanilamidotiazol;y la p-aminosulfenilemi-
da acetilada...l m®todo es solamcnte aplicable a est.s sulfanilamidas
puesto cue eiijo el amino grupo libre.

La primitiva tdonica dc larshall 1);desproteiniza con alcohol,
diazg%a en la forma corrienté}y 00pu1£ con la dimetilx nftilamina,
en solucién alcoholica,que 41 mismo posteriormente reemplaza por,1la
etilenaftildiamina.

wodificaoidn Farshall:liarshaell.! roc. o0.Fxper.Biol.and ‘‘edi,
N:3 de 1937).Utiliza el doido paratoluensalfénico como desproteini-
'ghnte;ouya'EJidoz puede ser utilizada para diazotar y aun para hiaro
lizar el compuesto conjugado. ara favoreccyr la hemélisis de los hema
ties se utiliza solucidén de éhponina al 0,U% %,

La técnica de ..amlet-liarshall (5).ﬁ¥fii£h el dcido tricloraocé-
tico‘hl 5 % oomo dgbprotefhizante;fyéh todo lo otro muy semejante
con la primitiva técnica de Marshall.

.erner (12),en cambio 56 diazoter, trata le sangre des; roteinize
da con doido triclorscético al S wy00Nn p-dimetilaminobengaldehido, su
mnétodo no es tan exacto ocomo los 'enteriores,pero wue se rresta admi-
rablememte para la titulaoidn a;roximada;tampoco es espesffico,como
no lo es la de rarshall,las dan ,tod:vs las aminas ocfolicas,siemrre
que lsa funoidén emino no esté blogueada,y se debe tener presente cuan
do al enfermo se le h: hecho tratamientds con novocafna.

%¥lle. :amonn (12, del .aboratorio de .uimoterdpia del Imstituto
. asteur de..arts.dbsﬁ}oteiiiza con doido triclordoético al'SU -yGia-
‘zota en la forma corriente y ocopula con solucidn alooholioo;biidnica
de ajfadimetilnaftilamina a le conocentracidén de 1:250.

H.M.Hartmann'\13) utilize en cambio de la amina terciaria los

- - -



fenoles,cuya velocidad de reaccidn es mayor que la de las aminas,

FRGDUCRO TMR EUTICS. h TUDIADOR

IV Y " O T Y IV VT TIINVINIVICIGOIIYOIOIYY

ecididos a ensayar los métodos con sulfanilamidas, tropezamos oon
difiocultades para la obtenoidn de ciertas droges en ostado de pure-
za.l.a casa "Bayer",nos facilité:sulfanilemida,ulirén y prontésil ruve
brdi,on eafgho de purezajéste d1timo no utilisable en nuestros trazba
Jos.

El ‘albucid’ puro,nos fud facilitado por la casa"Schering'.

“n la sulféhilamidopiridina y en el aultanilami&giiazol,ﬁkmoe
tenidb que purificar la droga,a partir de lo: comprimidos.

l.08 excipientes que acompafl:n a las sulfanilamidas,son insolu-
‘bles en aloohol,y encambio,&stas son mucho mfs solubles en cste di-
solvente,cue en el agua;eiendolo aun mucho m&s en calicnte jue en
friojaprovechamos esta propiedad para separarlos. ero,los preparados
de algunas casas, tienen oomo exoipiento,eatearatJ de magnesio, que
con el alcohol en caliente,da una tonalidad amarilla.Cause que nos
impidié utilizar el extractor americano,debiendo sepﬁrar la droga
en frio y purificur por oristaligzaocidn.

las drogas ror nosotros utiligadas en estos trabajos,fucron
p-amfhobeﬁoeneaulranilamida;p-aninobenoenesulfanilaoetoamida;p-ami-
nobencenesulfanilamidotiagol y p-aminébencenesulfanilamidopiridina,
.or ser las actualmente de mayor empleo terapéutice.
) “n ouanto al ulirén (N4-sulfanil-N2N2dimetilsulfanilamida) el
nétodo pro ‘ucsto no dié ;gsultado,puefb'quo los datos obtenidgs no
concordaban ¢on las concentraciones calculadasjprobablemente por
ruptara de la moléoula apareciendo dos amino grupo en cambio de uno,
1o que hacfe eparecer valores més altos que los debidos.
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“n el resumen de los antecedentes bibliogrdficos,hiocimos menci’;
de aféunos de lo; diferentes métodos de gndlisin.ﬁos deoidimos a pro
fundizar el métoio de ‘arshall,modificacidén de #lle...amonn |5, :.del
.aboratorio de .uimiofbrapia del Instituto astemr de Faris.-'dtodo c
‘el cual se efectua la dcsproteinizacién con &cido tricloracdtico al
50 %,previa hemdlisis con soluoidn aouosa de saponina al 0,5 ;aprove
cha la acides del medio para diazotar cgn nitrito de sodioal Sel T
y 4agrega la amina teroiaria,en solucién acetona-alcohol en :érteg i-
guales,y a la relacidn ds 1. 250 de dimetilalfenaftilamina.

Tratamoa en lo posible de trabath con sustancias,existentes e
los laboratorios de andlisis bioldgiooe.:ara 1o cual hioimos las sig
guientes modificaciones:utilizamos la ooncentraoidn del doido triclo
acédtico al 20 % en lagar del‘SO *,variando solo la cantidad,en cambi
de 2 ml. utilizamos 5 ml. pata 2 ml. de sangre.

Como 1la fancidén de la sapomina es preducir la hemdlisis,la ree
plaz(mos con agua deatilada,iZ 5 13).pero oqmo la B3isis de los hema-
ties es mucho més lenta en ewte caso,eeperambs 158.para tener la seg
ridad de hemdlisis total. )

Lomo el eXeso de nitrito nolesta,pues‘. que ' rovooa nitrosacio-
nea.de coloraoién amarillente ,lo eliminamos despues de formado el
diazoico,ocon soluoién de urea al 10 %. 1nﬂ16ndqae hacer esta elimince
0ién oon &cidcaminosulfdnico (117),nosotros uti{lizemos la urea por se
esta una sustanoia de fdcil JﬁL&isioidn en los laboratérios de andli
sis bioldgicos.

La dimetilalfeneftilamina,'sn vez de usarla en solucidén de aceto
na—aloohol al 1: 25 ila reemplazhnos por soluoidn 1 lvn en aloohol
de 95*.(solu016n que tiene la ventaja de conservarse durante muchos
meees) Q12/,diluyendo en el mome\to de wsar en la pro orcidn de 1 25
en aloohol de 954. \

goa diferentes métodoa,'l S,paconsejan esperar de 15 a 2° minu-
tos.deepues de agregada la dimetilalfanuftiluminn.antes dehacer las
lecturas oolorinétrica=.-Hnsayamos noeotros oon una conoentracidn de
0450 ma/l .ml, de aolucidh,haoiend& lecturas a los 17,15,20,3" y a

los 5% viendo que las absoroionwss de luz iban en aumento,a;arecio.
\



do oconstancia ,en las muestras leidas a las 24 horas de estaclonamie
to.

.are evitarnos esta espera ,estudiamos la aceleracidén de la re¢
acoidx; por calentamiento,comparandc los resultados obtenidos con los
logrados por 24hs. de estacionamiento.

e la tabla siguiente se deduce.

— © s s oF st ke oA A o L T aem = 2 = % e b Ame A A ot 8o e

BT ﬂ"

1) 0,25

2'; '0,26
Uy U4 3) 0,25 0,256 oalentado 208 a 60¢.
) 4) 0,26 ) T
| 5:) :O, 2v i

IR S

1) 0,43

2) 0,44

0,08 3) 0,43 0,433 ocalentamos 208 a 60%.
4) 0,44
5) 0,43

e eer— i e e e i -

1) 0,34
2) 0,320
0,04 3) 0,33 0,373 Calentemos 3QB a 60%.,
4)0 ,347 7 ) Ty
"’0,328

1) 0,482

2) 0,470

3') .0"7'0 0,475 Calentamos 30'! a 60¢,
0,08 4) 0,476 ’ N v
| 5:) :0.475

e o et ¥

o

43 0,350
125 0,346
0,04 3) 0,340 0,344 oalentamos 458 a 602,
T 4 v,342° i
55 0,348



C

1, 0,478
2) 0,478
0,08 3) 0,484 0,475 ocalentamos 45%a 60¢2.

4) 0,478
5) 0,480

1) 0,248

2) 0,243

0,04 3, Up24% 0,244 8in calefacoién leido a las 24 s,
4) 0,244 i

5:) 0,243

1, 0,410
2 J 'U ’ 4\-'7
Uy U8B 3) b,4lu 0,411 8in oslefaccidn leido a las 24 hs.
4) u,41b
5J _0. 419

Como se observa la formaocifén de colorante,es mayor a los 3%
6.%. de temperaturxa, que la muestra lcida a las 24 hs de estacionemien
to y mentenida en frio.La La permenencia de mayor tiempo,45% a 6V,
no 4ié aumento apreoiaﬂio‘heoolor;por lo oual ocomsideramos 3B fwle
temperatura de 60‘ oomo 6ptima para esta reacoidn. )

Como Mnrshall(l),en su primer trabajo aoonseja esperar 3" antes
de agragar la amina teroiaria,para que la reouperacidén de la sulfanil
amida sea del %00 % ,Por eso buscamos los tiempos Sptimos pars la di-
azotacidn;enoontrando los siguientes resultados:

Experiencias reslizad:s sobre 1 ml. de xmg soluocidn que ocorres
ponde a O, mg de droga,obtuvimos:
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1) 4493 1, U,554 1) 0,556 1) 0,558

2) 0,491 2) 0,548 2) 0,559 2) 0,557

3) 9,498 0,492 3, 0,550 0,556 3) 0,560 0,558 3} 0,558 9,557
4) 0,490 4) 0,560 4) 0,560 4) 0,564

5) 0,491 5) 0,552 5) 0,557 5) 0,559
tiempo 5% tiempo 100 tiempo 15% tiempo gpm

Lo que nos indica que despues de 1oz 10™ no hay ulterior formae
0i6n de diagoico.

Todo lo anterior plantea seis problemgs:
1,;1a£61131s.-2 )Dosprotoiniuoian.-mLliminao'idn del.exceso de nitrito
4 Eleocién de la amina teroiaria y su no.uoidn.-S)Tienpo de diagota-
oiGn.-6)Tiompo de leotura.
1,'n su primitiva téonica Marshall no hemoligaba(l);modificada por 41
mismo en 1937 (18);£an1at:harshall 10 hace con gbfuoidn de saponina
al ¢,5; (5)..1' igual que la modificmoidn de Marchall del 1037 (18),
Mllo danonn utiliza el ague destilada ocomo hemolissante .La ventaja
que este proocedimionto aporta es obvio.
2)iesproteinigacidn:los desproteinizantes cidsicos son el aloohol y
el foido tricloracético a distintas eoncentraciones;en capitulos ante
riores ya lo hemos tratado con las correspondientes citas bibliogré-
€icas:(1;18;5;2;12) .1 hecho que nos otros hayamos adoptado el triclo
acdtico a la conoentracidn del 20% es;la posibilidad de enocontrarlo
en todo laboratorio de anélisis bilolégico.
3)La eliminacién del nitrito antes de agregar la amina terciaria ya
aparece en el trabajo de Marshall de 1937 (18).todos los o‘ros inves4
tigadores lo continuan haoiendo,ya variando la sustanocia doido parato
luensulfdnioo (18)surea (5;17);0 bien modificando la ooncentracidn de
estas (17),(5);nosotros utilizemos splucién de urea al 107,
4; La elecoidn de la amina teroiaria,fud f4cil,puesto que al inioier
estos trabajos no existia ninguna de las citadaes en la bdibliograffa
(132;5317;18) y tuvimos que prepararnos una,elegimos la dimetilalfanm
naftilamina por parecernos la de mas f4cil ejeouoidn,



5,karshall en su primitiva técnica (l),indica la necoesidad de esierax
5‘hinutoa antes de oopular,, sino ﬁhffiplioar por un oierto factor,
para tener la certeza de recuperar ol 1lOu de aulfanilamida.xeali e-
do el emsayo ;Oor nosotros,encontramos &Gb'ba-adoa los 10® no hay prac
ticamente formucidn de diazoico;oon lo cusl transourridos los 10%eli-
aindbamos el exceso de nitrito con solucidén de ureae. i
6)Marshall en (1 y 18, aconseja esperar varios minutos antes de la
leotura colorimétrica;en igual forma proceden -amlet (5) y ¥lle _.emox
(5),noaotros realigamos los ensayos en frio y obtuyinos soetancia re-
oien a las 24hs.,lo que nos movid a estudiar la aceleracidn de la re-
accién por calentamiento a diferentes tonporaturas ¥y tiempos,llegando

a la conclusién que la 6ptima es de 608 C, y 30 de esperas

'y v
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Como ge ha visto por lateorfs desarrollada en la pdgina es
1ndiapensable la determinacidén de la constante x-_” para cada
sustancia. —~;§h

Para lo cual preparamos soluciones de:P-aminobenoenesulfanilami
da;plhminobenoeneaootilsulfonanida;p-amin&génoenesulfonamido-z-piri-
dine;p-aminobencenesulfonamidutiagy,l; que oontenfan 10 mg. e ocada
vna de estas droges ,en lUU ml. de solucidn;hecha en caliente,enfria
da y lleveda a volumon.TJﬁhmos cantidedes variebles de estas solucio
nes,les azregamos 2,5 ml de soluoidn de dcido tricloraodtico;6,5 ml.
de agua,l ml. de solucidn reociente de nitrito de sodio al .1 se8per
mos 1C minutos,luego agregemos 3 Ml. de solucidn de umea al 1o 4
OSperdbamos hasta easencia de idn nitrito,oon papel ozonosodyioo,ve-

vificado esto agregeamos Sml. de soluoidn aloohilica de dimetilx naf-

tilamins el 13;250; y ocalentamos durante 308 a 50-602 C, Fstas solu-
clones las realfiabamoa en matraces de SJ nl..due.fhggo‘ilevabamos a
volumen y lefamos en el fotdmetro do :uffrioh,oon el f£1iltro . 50.

Como se observa de los grdficos,hay una marocada ~roaor616£§lida
entre oconoentracién y h°8_-_ .

Obteniendo :.ara laa aﬁfedichas soluoiones,los siguientes valore
que 5 su veg rerresentamos, las curvas caracéristicas de oeda sustan-
oia:
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;ara estudiar que el método podfa ser apliomdo a los dosajes en,san-
’gre y orina,se afiadicron cantidedes ;esadas de sulfanilamidas,a esos
medios,y se procede a su dosificacién,utilizando las curvas obtenidas
ys,ademds aprovechamos pera efectuar una comprobacidn colorimétrica,
oon solucidén tipo empleando un colorfmetro Leitg.

: roocediendo para los dosajes en aangr; en la siguiente forma:

' 2 ml. de sangre les agre, dbamos cantidades variables;de solu-
ciones de p-aminobencenesulfonemida;p-aminobencenssulfonacetomida;
p-aminobencenesulfonamidopiridina;p-aminobencenesulfonamidosulfotdazo
en oconcentraciones de. 0,1 mg por ml. de solucién;dejabamos en reposo
2 horas;y luego les agregﬂbamos agua dcstilada hasta com:letar el vo-
lumen de 15 ml.,esperdbamos 15 minutos hesta hemélisis total,yluego

xX§ 5 ml. de solucidn de doido tricloraocético al 20 %,gota a gota y
agitendo;filtramos tomamos 1« ml. del flltrudo.agf&éhnos 1l ml. de so-
lucién reciente de nitrito de sodio al ”,1 'y @8peramos 10 m, Y Yy agre
gamos 5 ml. de solucidn de dimetilalfanaftilamina en solusién aloohd-
lica al 1:250,calentamos a 50-60 :C. durante 30 2,,llevamos a volumen
en matra&ea‘de 5C mley ¥ lefhmas'fos ooefioieﬁfca de absorcién en el
fotdmetro de iulfrich.

uos volumenes agregados de sultfanilamida fueron. 1325y 2,4 ml.
de la solucidn madre,obteniendo las siguiontecs absoroionea.que multi-
plicedas por la k determinada,en los trabajos preliminares,nos dan
los aiguientes;éaultad0{=
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p-aminobenoenesulfonamnida.

POV POV IVIIPIPOIIOINPIOIPOITO™Y

- =

SIS I POTOMNERC “ Y - T - - =~ COror e tro

2

LB X RES
qvvvvv‘vvvvvhv'v'vvv'wvv‘v'v'vvvvvvvvvvwvvvv

\
.

A

i NV‘.——\-

! “Te

W}/N@hl

£
-~ P ¢

L, o AN

¢

lﬁj -
Coicdid
m%ﬁnni-

pvep9erye

(o4

g o

dvvwov-vv

1) .265
2) 0,260
3) 0,272
4) 0,26
5) 0,262

/
Jreveovever

0y 265

' 0. 10¢

LA A A AL AL AL LR A RA S RLANLALSSRDR

0,098

*eveTOeOWRY

@,110

"7""

1) O’

0, 54[

A\ A A LA DLA DA

0,537

PeYvTTIRPEOTIOS

0,20¢

LA AL A RA AR A

0,190

W"vvovv'

0,192

EEXEXXEEXEX)

0,628

PPV eERRUERVEYYTYY

0,240

PO VOIPREY

0,222

CEEXXEXXEX

0,220

CPTTPIIVIOTEY

\A AL DA AL DR Al

A LA A LS AN J



]
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p-aminoboncenesulfonamidotiagol
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Con todos los datos oLtcnidoa.adoptamos el método siguiente.
:gggtivos \
"""gblucidn de 4cido tricloracético al 20 %. \

“iolucidn reciente de nitrito de sodio al 0,1 %

“solucién de urea al 10U w.

*oluoidn de sulfanilamidas al u.l mg por ml. (ésta soluoidén no

debe tener mds de una semana de preparada)

50lucién alcohdlica de dimetilaltenaftilamina al 1 luo.para ser

‘diluida en el momento de ser usada al l: 250.

rrocedimiento:
""'2:2515f..de sengre oxalatada le agregamos 13 ml. de agua destila-
da,esperamos 152 hasta hemélinis total,y luego gota e rota le agregs-
mos Y ml. de solucidn de 4cido trioloracético al 20 %,agitamos y ril-
tramos;sconre 1™ ml., del siltrado le agregamoe 1 ml. ae solucidn ae
nitrito 21l O,f “,esperanos 1C m. y luego destruimos el exceso de ni-
trito con éoluéidn de urea,due veriricamos con papel ozonoscoplojarre
gamos 5 ml. de soluocidn 1:25° de dimetilalranartilemina y calentamos
a S5u=60- C. durante 30 .,Llevamos a volumen (50 ml.) y leemos en el
fotomégia.‘n caso de reali/ar &4 leotura con un colorimetro.oonjunta-
mente con 1a marcha de las rcaoolones anteriores,debemos ir preparan-
do,de prerecrorcla dos nucstras testigos que dirieran en un ¢ ° entxe
sfjcon las soluciones modrus de la sulranilemida que deseam6§ snali-
zar

.1 utiisamos el rotémetro,las absorcioncs leidas las multiplicam
mos ﬁbr la © determinada para cada sustancia,para encontrar la concen
tracidén ae'hroga gque corresponde o0 bien buscamos coste valor en la
ourva logarftmica.

.1 en vez realizamos la lectura con un colorimetro,deoemos recor

dar,&ue esta se relaciona con la concentracién mcdiante:

. 3 f. pas —- <
. - el x (el e

Q) =




CONC LUS LONED

YYOVPIOOEIYTIVYY

Los dosajes heohos en muestras ad hoc,nos oomprueban que el cor
trol de le droga,realizado por el metodo de arshall-i'amon: (5),con
las modificucioncs hechas por nosotros,es bueno para.este tfpa de ané
lisis.Cometiéndose errores que oscilan alrededor del 5 ,,plra la :
p-aminobonoeneeulfonamida,p-aminobenoenesulfonacetoamida;p-aminohence
nesulfonamidopiridina;p-aminobencenesulfonamidotiazol.

Josajes en gran cantidad,realizados con el Ulirén (N-4-sulfanil.
N-iN}dimetilsulfanilamida,,nos demostré la imposfbilidag'de realizar
'165 dosajes con csta técnica,por cuanto no cumple la ley de Weer.

'y probablemente sca debida a una salificacién del grupo sul-
fdnio&,con ruptura de la moléocula,puesto que obtenfamos valores mayo-
res que,los que les oorrespondfa por un solo amino grupo diazotable.

llarzo de 1942
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