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La préctica del sondeo duodenal introducida con fines
diagnéstico y terapéuticos por Meltzer-Lyon se ha beneficia-
do considerablemente estos Yltimos tiempos con la aplicacién
de técnicas quimicas capaces de afinar el diagnéstico y evi-
tar los errores propios de la apreciacidn macroscédpica del
tipo de bilis extrafias. El1 estudio del metabolismo de los
pigmentos biliares ha recibido en efecto un impulso conside-
rable gracias a la utilizaciédn de nuevaes técnices o a la apli-
cacién de la espectrografi{as y espectroscopis al perfecciona-
miento de los antiguos procedimientos colorimétricos. Muchos
de estos mdelantos harn sido ya utilizados en el estudio de
los lfquidos orgdnicos, y en particular en el del contenido
duodenal extrafdo por sondeo en eyunas previa estimulacién bi-
lier.

Les funciones del quimico y bacteribélogo se han visto
as{ considerablemente acrecentadas y comprometida su respon-
sabilidad en el diagndstico clinico.

Es @ la valoracién y comparacién de los distintoe pro-
cedimientos qufmicos méds en boga que hemos dedicado este tra-
bajo; los procedimientos espectrofotométricos utilizando el
fotémetro de Pulfrich han merecido preferentemente nue stra
atencién, siguiendo en esto los trabajos iniciados por el Dr.
Andrés Lépez Garcfa, en cuyo lgboratorio del Instituto de In-
vestigaciones de la Academia Nacional de Medicine, pude lle-
var a cabo estos estudios.

Agradezco la cooperacién que me ha prestedo el cr.N,Pa-

talano para el mejor éxito del presente trabajo.



El 1fquido duodenal se obtiene mediante sondaje que se
efoctia con un tudbo de soma flexible y fino. “ntre las son-
das mfe utilizadas figura 1ls de Rehfuss, que consiste en un
tubo de coma flexible, de 3 a 4 mm., de didmetro con diversas
morcas (e 108 40, 56 y 70 oms,), cuyo extremo consta de una
oliva metélica, una jerings de vidrio-para sspirar- acompa-
fis 1a sonda. Se pueden asimismo citar otros modelos como
los de lyon, levin y Jutte; Twiss, etc.

Colooada la extremidad de la monda en el duodeno se esti-
mila la seoracién biliar utilizendo una solucién de sulfato
de megnesio, gue produce una relejecién de lzs vias billares,
locul izada en la regién duodenal; o sino se emplean colago-
gos fisiolécicos tales como el aceite de oliva, peptona ¥y
dcido oleioco. La concentracidén de sulfato de macnesis utie
lizada es de un 33 %, solucién que se instila a través de
la sonde, una 0 més veces. Se aconsejan las siruientes Jdosis:
una primere instilacién con 45 ¢c., recobrando tanto ocomo
sea posidle, sesuilda de una segunda estimulacién de 30 ce.

y de hasta uns tercera instilacién de 30 ce. Cuando ge usa
la peptona se emplean 50 a 100 co. de una solucidn al $ %,
esterilizada; también se usa de 15 a 30 co. de aceite de
o0liva, entibiado a la temperatura del cuerpo. 51 se usa #ci-
do o0leico, se diluye de 5 a 10 cc. del dcido puro en 15 a
30 de acfua.

£1 sondaje se debe hacer e: ayunas. Se introduce la pune

ta de la socnda en la boca del paciente; ocuando dicha punta



estd en la parte posterior de la boca, el paciente debe tra=-
gar, y respirar naturalmente a travée de la nariz, hasta que
dicho extremo de la sonda haya paeads la glotis, despuds de
1o cual, puede ser fdcilmente introducida haeta la marca del
eatbmago. Se extraa por gravedad cualquier resfduo emtomacal,
Solamente en alvunas ocaslones e3 neoesario ayudarse auccio-
naando ocoa una jarinia, en tal cuso debe hacerse una succidén
mfnime pars evitar traumatismoa. Se lava el estémego con arua
esteriligada 3 la temperatura del cuerpo humano., Se 1lan extrae
luegd. Luzgo se ordena al paciente que se acueste en la cams,
sobre su lado derccho, y debe tragar la sonda muy lenta-
mente, més 0 menoe debe tardar unos 20 minutos hesta tener
la marca duodenal en los lszbios.

Se conecta la sonda a la primer botella. El primer 1{qui-
do que aparcce de un color amarillo, megzocla de Jugo duodenal
¥y panoredtico. Cuando el extremo de la sonda estd on el duo=-
deno, se estimule ¢l flujo de la bilis con cualquiera de
las substancice desoriptus anteriormente, introduciéndolas
8 la temperatura del ouerpo. A veces una mezcla de sulfato
de magnesio y peptona da mayoresa resultados que cualquiera
de los dos aocloa.

Cuando la oliva ha penetrado en el duodeno es fécil ee—
tudiar la bilis emploendo la pruebva de Meltger-Lyon (2) (27).
De 10 a 15 minutos deapuds de la inyeccién intraduodenal, de
sulfato de magsnesio se retirs un 14fquido claro, amarillo do-
rado § poco viscoso: es la bilis 4, que sesin Lyon serfa la

bilis proveniente del colédoco. Un ocunrto o media hora mis



tarde, el 1fquido extrafdo ocambia bruscamente de aspectojes
mfs viscoso, muas osocuro, mfe rico en pirsmentos biliares; es
la bilis B,que provendrfa de la vesfcula bilier. Después de
un tiempo mds o menos larso, le bilis extrafda vuelve a ser
ofs clare y menos espesa; es la bilis C que pare Lyon serfa
la de los cansles hepdticos y del hfgado.

Se deben cambinr lans botellas recolectoras a intervalos,
a medida que las fraociones de bilis se vun identificando.

Antes de retirar la sonda conviene insuflar un poco de
aire, a través de la misma, evitando as{ que se produzcan
raspaduras en las micosas.

Adhiriéndome a las opiniones de diversos profesionasles
(Bengolea y Velazco Suércz(B). Castex y Ldpes Garcia(4) la
prictica de sondeo oon fines dimgnésticos debe ser realiza~
da por el médico Unica persona indicade para definir y epro-
vechar ¢l resultado de ests operaoifn. Siendo el 1fquido
que se extrae uns mezcla de Jjuso gidstrico, psncredtico y
bilis, los componentes @e alteran por digestién, siendo ne=-
cesario que el andlieis se efectde de inmediasto. raf por
ejemplo: la bilirrubins se oxida; al mcidificaree, preci-
pitan las sales biliares, el colesterol; el mesobilirrubi-
négeno se 0xida y se transforma en urobilina; cuando llega
a haber albﬁnina. éste se diglere: 10 mismo sucede con la
macina.

Si no se pudiera efectuar el andlisis inmodiatamente
se recomicnda conservar el 1fquido, un corto tiempo, en la

heladera a la temperatura de 4°3 se impiden asf ln mocifn

de los fermentos pero no la oxidacién, debido al dcido clor-






26 BITL.IRRUBINA

I's la materin colorrnte purda &a ln biling tambidn se
cacusntra on el wuere ssngufneo al que contriduye s dar su
ton:lidad carscterfotica. Su féimula drutae 033 H36 06 34.un-
glodba varias dilirrubinse, pero gue poseon distinta disposi-
oién moleonlar.

Cristulizada preasentn un color rojo nscuro y en solucio=
nes dilufdas, un color mmnrillo oro.Insoluble on sgua, poce
en nlochol, es fdcllmente soluble en cloroformo, benceno,
oulfuro de carvont, slicerine y aloalis, 8 muy scnsible g
loo oxidmntee. 5o comporisn como un dcido dfbvil, bibdsicos
encont:dndose en la bilis, prodablemente al estado de bili-
rrubinato de s0410. I'a una serie de raacciones ocaracterfspti-
cas: Cen el dcidc nftrico-nitrosoe se roducen uns seric de
sustancien oolorendas(verde,azul,violetn,rojo amurillo) gue
aon distintom grados de oxidaoién. Epta es la reaceién lde
Guelin, usada por Fischer aowmo reaceidn de Zrupo con una
tiezcls de dcido sulfanflico y nftrico (dizzo raanctivo) w»e
produce una suataoneia de coler rojo (szobilirrubina) de la
qua noa ocupurenos mdo =dolente en detalle.

Ta 4rmle sepin Fischor(S) astd coantitufia por cuatro

CHs  CoMy
N

grupcs pirrflicos dlaspuestos ea cadena

CHy < H} CHy Cothi CoON CHgcocr <y

[ -

NH
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La bilirrubina se produce en el orgenismo a expensas de
le hemoglobina; dsta es una protefnz conjusads formada por
un: protefna bésica del tipo de lus histonass globina y por
el hem o grupo prostético, constitufdo por 4 ndoleos pirréd-
licos. Los hemocromépgenos son combinaciones del hem con una

suntencis biuslise nitrogeasda.

C”o CJ_ H5

\/

N

CooH

Cy, W
Coo

Si X es Fe bivalente se treta de Hem,
Si X es Te = Cl se trata de Hemina.
S4 X e# Fe OH se trata de Hematina
Sin X se trata de Protoporfirina.

S4 en 1a protoporfirina se oxidan los grupos vinflicos:
CH, CH dando una funcién aloohélica CHS-CHOH - 80 obtie-
ne la hematoporfirina. 51 la protoporfirina se calienta con
£1ca) 4a, se plarde ¢, d= los grupos propidnicos, y los vinf-

1icoe se reducen a etflicos, quedando 1o que se denomina etio-

porfirina, que se ha obtenido sintéticamente artificialmente.



3¢ hnn obienide cuaire eticyorririnas cue se diferencian en
1: posicién de la- cudenze, ret{licas o etflicree. La etiopor=-
faxinn III e¢s dafnticu 2 1z obtenica de in metoria color:nte

d¢ J& suRgre, por su espectro, por cv forme oristelins y jor
sus propledades quimicae.

Les etepae intermecins an el netnbolinmo pismentario que

va desde ' hemoglodbins huete 2a tilirruhipas no estdn tien
ntlaredeg.

(30)

Lemberg eelabonn les otrpes 3e trncformecién en la
siculente forme. Particndo del hemcerexégenc se produce una
oxid=eién con votura 42l anillo tetrapirrflizo pero sin pér-
dids del &tome de rierro.

tsta sustancie 1la dep~min~ verde-hemocromérecno, qua, por
accldn del E C1 plerde el hierrn Y a2 geparada dn 12 base
ouadandn traneformada en biliverdina. Une reduccidn ulterior
en el hicado trarsforma Ja biliverdina en bilirrubina.

) teoriq/gzmberg tiene un apoyo or oxperiencies reslise-
das "in vitiro" pero ne ha sido dezmostrsda hasts nhore “in vivo".

Te oon todo una hiréteeis dz trsP-Jo que vuad llevar a ls acla~-

racifn de numeronos problamas hioldricos.

é *%Qu —.Hc\\) “_ NS cu
IS S C' 508

HEHO(ROMoLtNo VERDOHEMoOcRomOCENO e)’l—lvr.R_OlNH 1126 INA .

Y <\\f:, \ 34 ‘L} C Q
\_N
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on ¢l lfquide duodcnzl las cantidades normeles, sesin

t) (4).Chiray ¥ lsbon' '), son

Royer{ s Castex ¥ lépez Carocia
lse siputonten:

Pills 2 = 0,07 =« C,1C ¢ o/00 de bilirrubina
H3lie B = 0,20 - 0,40 g ¢/co

Bilis C = 0,02 ~ C,05 g o/cCo

Numerosas son las téonicas que se han utilizado para de-
terminar bilirrudbina en bilis.
1° Métodos por dimmotacién.

20 " * oxidacién.

Normalmente aélo hay bilirrubina; en los casos patolégzices
hay biliverdina. Por este motivo, los métodos mis exactos, son
loa de oxidacidn, que la dosan como biliverdina.

Como oxidentes se han utilizado persulfatos, dcido nftrico,
agua oxigensda.

Hamos ensayadoe al l{quidc duodenal el método propuesto por
Castex, L6pey Garcifa y Zolasco(a) para el dosaje de la bili-
rrubina total en la sangre:

0,5 cc bilis 4 1,5 jarabe simple 4 0,5 cafefna benzoato
do sodiec 50 ¥ 4 1 cmd de diaro.

Tubo contraste: 0,5 om3 dilis & 1,5 jarabe & 0,5 cafeina benzog
to 4+ 0,b dizzo I. Se huce la ieciturn a ice 1% winulos oon fil-
tro S 55, A = 101 ms o/00.

Caleulo: E x 101 = mg. bllzizr. por iGuv cc. 1os resultedos
los hemos comparado con un métode de oxidacién propuesto por
loe micmos gutores: (Cumdro 1)

2 cm3 bilis & 8 alcohol acdtico. Se agrega enseguida 0.06

KO.H puro memclar . Aflauir ensesuics CoC4 co. RC, Na 0.5%.
Fi%trar bajo vidrio de reloj. sser al fotometro & la medig ho=-
fa con filtre 461. Con bilirrubing pura 4'Heffrann la Roche 6n
un esresor de cuba de 1 om. se encuentra para A el valor de

252 ng 0/00.

Céleulos , 252 = mg bilirrudina o/oo.
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guadro R°_ ]
DIAZOTANDO OXID+R DO
mg. %o mg. %o
105 89,60
85 81,90
39 43,50
240 140

Utilizando bilis de coleor verde

1700 2227
250 in

95 112,64
105 233

75 90

Comparacién de un método de oxidecién, con uno de diezo-

tacién.
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Curve I:— Obtenids diszomndo bilirrubine en solucidén =l=-
cslina (OHF2 0el5 Fo)

Curve II:= Obtenida diagosndo uns bilis. las diferencias
se snoten en el filtro S5 50 debido = la prescncia de uro=-
biline, y en el S 47 y 45 & ls presencia del mesobilirru-

bindgeno diezondo.
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Tl método de diazotz016n da mds aedb 140 a productos agrega
dos; (cuadeo X°1) ;cuando 1z Bilia or verde da mnnom. La dlazo
reaeeife de Ehrlich Préschar o5 una rscccisn aspecificas para
1a bilirrubine 2n medin d-140. ©n modic amlcalino reaccionan
tanbién otroe productoe (les fenslaz qus Zun un oolor amarille
rojizo). In medio Acide reaccicns sl mésoti:irrubinégono dendo
ur eplor :zrnrillo dorzdo (reaccién amarills ds Varela Fuentes
estudiade por Idpez Garcia)(g).

Comt or: ls bilis hey mesobilirrutinégeno, 1= presencis
de Jwte folsee el doseje colerimétrice donde colores incompa-
rablee ovendo la czntidad ez impertzate. Hebituslmente puede
desprecisice su influvencis pres se esrnenentre en cantidades
de 100 a 30 veces mencree jue la bilirrutina (Cestex y Lépes
(6))

Epnta perturbacidén es tedevis mencr 21 se utilizan fotéme-

&arcia)(lo); Royer

tron espeotreles o fotocolorimetroe provistes de filtros que
dejen pasar solamente le zona del egpectre sdsorbida por la
acorrubine 55C - 530 vu.

Fl dmpsdimento principal del método de diszotaocién, s0-
breviere cuando existe biliverdins an cantidad epreciabdble.
Su. ventaja reside en que puede erplearse un colorimstro comdn,
contra toctigo 4o oodrlte: acbre tcdo usendo un filtro verde
de fotografia.

El método de oxidacién tiene périldecs Jdo un 20 m 25 % de=-
bido sesuramente a cue 6l oxiésnte destruye el pigmento; como

se demuestra comparando con ed método de Evelyn y Malloy.
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Eemoo compeirade a«sf, estos métodos con el procedimiento

pricitivo 8 .Meulengracht(ll), quG compsra el color amarillo

del 1f{zuido duodensl con uns solucién dilufde de bicromato

de potesle (C.05 @ Cr2 0732 en 500 ce. de Hzo)
Cundreo Ro2
:1amogendo :;%1ﬁgndo Colorimétrioco
ng /00 uz /oo mg /00
1 420 512. 150
2 85 £9,1 46
3 290 230 100
4 440 614 250
5 160. 153,6 85
6 &0 76,8 45
7 300 409 210
8 1160 936 500
9 2520 2355 870
10 AT0 335,6 170
11 2600 2460 910
12 145 256 80
13 3240 2800 970
14 1500 1300 570

[ ——— VLA LI T BT S W V- SR

Comparanibn d= los md3odna Ae oxidanidn y Atazotaoién con
el procedini:nto aolorimdirisn ja Yaulenezraant.

Tate método colorimdtrine es walo (cundro 2) sirviendo
oimplomante comn un nétnde da oriantacidn. Tl anturbiamiente
falaea y hace impoaible la comparacifén. Lo mismo pueda decirse

4o 1la nresencis de biliverdina. s fundemental el pH del medio,
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Pues las soluciones de bilirrudina cemblan de oolor sezin el
PH del mismo. Van del amarillo al rojizo segin sea dcido o
alcalino, y el 1fquido duodenal tiene un pH muy wvariasble,se-

7in los casos y segin se haya mezclado oon juro géstrico.

Se probé el método de Jendressik y Grof(lz):

1l om3 de 1fquido 4 2 cm3 de cafefna 4 0,5 cc. de solucién
de dimzoico y después de 10 minutos 1.5 cns de soluoidén slca-
lina de Fehling. Se lee con filtre S 61. contra agua.
Céloculoe
EIS.BZBM*QO

Cuadre K°3
LICUIDO LIAZ0TANDO M2TODO DE OXIDANKDO
DUOD:NAL JTNDRASSIK
y GROF

Bilirrudbina mg %o

1 880 404 750.
2 260 164 209
3 168 12} 120
4 188 140 161
5 160 109 117
6 840 270 750
7 648 231 645
8 790 600 780

Comparacién de los métodos de oxiduoién y diatozatacidn

oon el método de Jendrassik y Crof.

No hay concordancie sntre los resultados obtenidos con el
método de Jendrossik y Grof y 1los restantes; como se pueda Ob=-

servar en el Cuzdro N°3, 71 método de Jendrassik y Grof ha eido
oriticado por Sanguinetti{13), quien aconseja trabajar con
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tenores de bilirrubina bajns, entre 5 ¥y 15 mg. f . Ctra causa
de erior seria la turbideg, que se produce. Aconeeja finalmen-
te usar en lugar de la solucién alcalina de Fchling, una solu-
cién de OHNa N/1. la ventaja del método de Grof, consiste en
que como Lace la determinacién en medio alcalino, la azorrubina
da color verde, que en los fotémetros se lee en los 600 u u,my
lejos de la zona de influencla de los colores originados per

sustancias pardsitas.

(14)

Se probd también el método de Malloy y ~velyn °

comparé con el de diazotad én.

Método de Mullo velyns

1 tubo: 0,4C material 4 3,60 cc 32
4+ 1 cc. diazo fuertc,

2¢ tubo (contraute): 0,40 material 4 3,60 co. H.O 4 5 co. al-
cohol metflico + 1 cc. HC1l 15%0. Se lee con Filfro S 55 y 53.
S 55 A =27

0 4+ 5 cce alcohol metflico

X X 27 = g %o .
Cuadro N°4
1U.CIDO CIAZ7OTACION MAITOY y =V T YN
DUODHN AL
mg %o de bilirrudbina
1 460 410
2 1100 1075
3 460 450
4 780 7
5 500 496
6 100 87
7 220 200
8 60 67,5
9 720 621
10 2140 1700
11 6800 6156

Comparaoién del m®todo de diazotacién de Castex Lépez Garcia

con el de Malloy y T“velyn.
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En general dan igual resultado (Cuadro N°4) las diferen-
cias que se producen deben ser por enturbiamiento del tubdbo

contraste, producido por el alcchol metflico.
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(15)

Se probd otro método de ¥alloy y ‘velyn que se basa

en la oxidacidén; utilizando el agua oxigenada como oxidante

la que reacciona rédpidamente, produciendo el maximo de color

en un tiempo mfnimo, hecho importmte, sobrs todo en la bilis,
pues cuando se utiliza el reactivo nftrico, se requiére a’veées
mis de diez horasj

Técnica.

1) Keactivo oxidante C.4 cc H202 30 4y 2 cc. HC1l concentra-
do en 100 cc alcohol etf1ico ° 94 #.

29) ilcohol etflico 94 %
9.5 cc. alcohol etflico 4 10 cc. reactivo oxidante son agre-
gados a 0.5 cc. de bilia, deapués de una hora se filtra en
un tubo del fotocolorfmetro y se lee con filtro S 66 contra
un tubo con alcohol.

constante de calibra-
Oidno

G = lectura
S = volumen de bilis en
24 horas.

2=leg G x 20 x S 78
78 0.5
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Hemos biscado el valor de A para el fotémetro de Pulfrich,
trabajando con bilirrubina Hoffmann la ioche en solucién olo-
rofér- ica al 100 ms. o/oo. Ia constante hallade o8 la misma

que la encontreda por aquelles autores para el Fotocolorfmetro.

Resumsn del trabcjo personal efectggdo

1°= Hemos comparado el método de dlazotacién propuesto por
Castex - Lépesr Carcfa y Zelasco, para el dosaje de la bilirru-
bina total en la sangre, aplicado a la bilis con un método de
oxidaoién propuesto por los miemes autores,

2°= También fueron comparados los dos métodos anteriormente
citados, con el procedimiento primitivo de Mculengracht para
sueros sangufneos; aplicdndo}o al lfquido duodenal.

1%« Se contralorearon l1os resultados del método de Jendrassik

y Grof, comparéndolo con los obtenidos con los métodos anterio-
res.

4°- Se probaron 10s métodos de Malloy y Evelyn - de diazotacién
y oxidacién comparéndolos con los métodos anteriormente cita-
dos.

5= Aconsejamos dosar la bilirrubina, con un método de oxida-
cién, como biliverdina. lLecomendamos el método de oxidacién

de N:lloy y Evelyn, que al usar ague oxigenada, no produoce

pérdidas, por destruccién del piimento.
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38 UROBILINA

El urobilinfégeno, formado en el intestino a expensas de
la bilirrubina, se oxida fdcilmente dando urobilina. Esta
transformacifén puede ocurrir en las partes finales del intes=
tino y en la vejira urinaria.

Bilirrubina

¢ Reduecién

Urobilirndgeno
oxidacidn
'aterias fecales Urobilina >:.baoroién
“giercovilindgene Higﬂdo
1011d3016n
tatercobilina

Orinﬁ
(De 1la Quimica Biolégica de Deulofeu Ym:ranzi).

Si la urobilina eetd ya formada en la parte del inteatino
que es capaz de :bsorber pesa en parte a la sangre; una porcién
es fijada por el hfrado y otra, eliminada por via renal.

La estercobilina y la urodbilina son sustanoiss muy seme-
Jantea.

C H R, O
La urobilina reaponde gla férmula bruta 33 42 4 63 la

férmula oconstitucional sesdin Fischer es la siguientes

CooH (.’ooﬂ
[}
o dn du g
CH. CH, 3! 2
. Hs ?u,, .3 c'Ha ’2_ crl_,’

G« L ¢ :
N P By

NB NH NB
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Es una sustanoia sélida de color parde, amorfa, poco so=
luble en agua; soluble en alcohel y cloroformo. Sus disolu-
nes son rojisges o0 amarillas; oasi Ancoloras cuando eon doidas.

son reacciones caracterfsticaes: la fluorescencia con clo-
ruro de zino en medlo amoniszosl, ¢l espectro de absoroifén das-
tante caracterf{stico y lu roacoids roja de Fhrlich con el
para=dimetil- aminc-benzaldehido en medio 4cide.

Iz exiztencie de la urobiline en le bilis fué negada por
algunos sutores, debido a les técnice=s deficientes que se em-
pléaban; sin embargo hey df= con el rerfeociorumiento de las

(6).

micmps ge la cnoventre sierpre en le bilis normal Royer

(4)

Ceptex § Idpez Garcfe' '. Les técniocas para doser urobilina

estdn basadas en dos principlos: ,
i¢= leterminacién del urodilinégeno y uvrobilirn: al estado de
urobilina, determinando la fluoresocncie gque producen en pree=
sencie de eales de zino.
2°« Determinacién del urobilindégeno y urobilina al estado de
urobilinézeno por la reaccién de thrlich.

Las siguientes técnicas estén comprendidas en el primer
caso
I) 4 on3 bilie 4 4 cloruro férrico 20 ¥ (que oxiden el urodi-
1indgeno) 4+ 8 de amonfaco 10 %. Filtrar. En un tubo tomar 1

cn3 y agregar 9 cn3

de buffer (acetato de sodio 70 g; acetate

de zinc 25 g3 acido olorhf:rico 5 oc.j} alcohol 60° hasta 1000co).
Royer aconseja, después de filtrar la bilis oxidada con el

percloruro, neutralizar con HCl, En realidad comprobamos que

no vale la pena neutrsd izarla pues lasdiferencias obtionidas son
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my pequuiiag (cuadro 5). Se hacan las lecturas al fotomectro-ne-—
felémetro de Fulfrich, suocesivamente con luz roja y luz blancaj
permiticndo as{ detorminar la luminosided producida por la tur-
bidez y oaleuliar la que corroaponde Q la fluorescencin. 2ara ca-
da fotémetro es necesario, hac r unn tabls, utilizando vna 99«
lucién de tripeflavina, cuc relacione la concentracién con los
vor clentos de luz emitida, como describen Castex y 146pez GCar-

013(17).

Jemplo de como se efectdas un cdlcoulos

Filtro RoJo (turbidez) = 3,6

Filtro verde (luz totnal) n 2],-
Difercneia = 17,4

‘n la tablae, construfda para el fotémetro de Pulfrich,con
el que se ha trabajado.
17.4 - 3982

3,82 x 2 = 7,64 mg %0 de urobilina

Suundro N 5

SIN NTUTRATIZAR N UTRAT.IZANDO

mg %0 de urobilina

3.70 3.33
C.33 O.44
4.10 5.05
1.57 1.64
7.64 7.70

¥étodo propuesto por Castex y Lépez Garcfe (Unicamente uti-

lizable con el nefeldnectro~fluoressimetro de Zeiss).

2 oc bilis 4 2H, 0 4+ 4 gotas de Yodo + 4 occ. aloohol 96°.

2
Filtrar, diluir con buffer 1 a 10,




Este método recmplaza el cloruro férrico, ror el iodo,oxi=-
dante &ate que actda sobre el pigmento sin destruir la urobili-
na, por "o rue 86 obtienen resultados mds nltos. También pare-
ce que los resultados mis altos encontrados son debidos, a la
abgorcidn purclsl que en el método unterior sufriria el pirmen-
to por -1 precipitado férrico - (cuadre 6).

*1 utilizar este método o8 necesario leer la fluoresconcia
a través de filtros verdes, pucs quedsn restos de bilirrubins,
de color amarillo o verde, que hac:n imposible la comparacién

directa con ¢ digpositivo dz Loy=r.

Cuadro N° 6

CSANDO CTOLURO FiR™ICO

i SIN N UTRALIZAK NTUTR.LIZANDO  USANDO IODO
mg %0 de urobilina
1 0.088 0.132 0.186
2 8.40 8.96 10.52
3 7. 7.14 7.66
4 2.30 3. 3.24
5 1.84 2.06 2.54
6 0.98 0.98 1.36

Comparacién de los rssultados obtenidos utilizsndo como
oxidantess cloruro f£8rrico (sin neutrulizer, y ncutralizando
la solucién final), y iodo.

La reaccién de Schlsssinger puede ser falsenda por flavinas,
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eoaina, quinina.

Determinacidn_de urobilindgenc y urobiline al estado de uroe

biiindgeno

(18)

En el aflo 1325, Terwsn describe un método dasado en la

reduccién de la uroviiina al estadv de urobilindszeno, por medio

de la Sal de ¥Mohr y su determinacién por la raacoidn da Ehrliioch.
fétodo de Terwen: 80 on} 1fyuido 4+ 2C da2 sal de Mohr 16 X re-
cientemente preparad:, asreser luego lentamente y agitando 20cm
hidrdxido de sodlo 12 #. 3e coloca durante 24 horas en un f£ras-
co oscuro, oerrado, sin burbuja de aire, Se filtra en frasco os-
ouro: 20 em3 del 711trado + 5 oc Acido amoético 20 %; agregar

4C oc. de bter. Separar el éter, lavarlo con 3 co. de agua,Cua=
tro veces.

Se haoce la reaccién de Thrlich en emste lfaquido con para -
dimetiiaminobenzaldenido, agregando acido olorhidrico y una so-
luciédn de scetuto de s0dio. Se compara con un testigo de fenolf-
tsleine en medio aicalino.

3

Terwen demostré que el preocipitado de hierro no arrastra
urobiline, que el dter extree la totwlidad dol urobilinégenos
y que el lavado del dter, con notle, Do arrantre esta sustancia.
Hoyer probd sin emiargo que ¢l método de Terwen destiuye una
porte éel pigmento que se ve a doser, eonivelente R 2/3 partes

del total; debide & la 1labilidad de la urobilins.

19.) 20
En el aito 1931‘whés§%féo) reemplaza la Sal de Mohr por sul-

fato ferronc ¥y ¢l hidrézxide de¢ scdio al 12 ¥ por uno de concen-

trunoién de 10 . Ja reduceidn se afectda en wna hora:

5C cn; de 1fquido se 00loca en un erlenmeysr y se agrega
25 cm3 de sulfato ferroso 20 ¥ y agitando 25 om3 de hidréxide
de sodio 10 ¥#. Después de una hora una poroién del filtrado se
trata ocualitativamente con reactivo de Shrlich (C.7 g de p.
fimatilaminobenzeldah{do, 150 ecm3 de acido elorhfdrico concen-
trado ¥y 100 cm3 de afua): 2 a 3} om3 del filtrado son acidifica-
dos 50n la miema cantidnd de ranctivo de Fhrlich. Se agrege 3
a 4 cm3 de una solucién saturada de acetato de sodio, y se nota
le intensided de color desarrcllado. S1 el color e muy inten-
80 se usa 1 cm3 o adn menos; si es rojo pdlido 3 a 5 cm3; sl es
pédlide 10 s 30. Sk hay: 5 om3.
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La cantidad a utilizar se coloca en un embudo separadors
después de diluir a 2C om3 con z2gus (81 82 han usado menos de
20 em3); luego cubrir con 20-30 om3 de dter de petréleo puro
y fuertemente acidifiosdo con dcido acético ziacial. s prefe-
rible como lo hemos comprobado usar éter sulfurico, pues se se-
parz2 mucho més ficiimeate. Asitar dirante unos minutos,

Se extraec lueso dos veces mda con Ster de petréleoc. la solu-
cidn combinada o3 lavada dos vocas con aua destilada. 31 uro-
bilinégeno ee extree agitando con 1 a 2 cm3 de reactivo de
¥hrlich. e agrega 10bla volum=i de un: solusidn ucuosa sabura=-
da de acetato de s0dio; con la que se desarrolla la reaccién
coloreadan. i itar y extraer,

71l éter se vuelve a agitar con otre pequefia cantidad de Thre
lich, soguido de adicién debtra pequefia cantidad de acctato de
sodio. ZIn caso que desarrolle color bien perceptible, este pro-
cediniento debe sor ropetido hastz que lo extrszcoeidn de urobili-
négeno sea complata. Si en las extrucciocnes se formara emulsidén,
conviene sevarar con unas 4e alcohol 95° Se lee con el
filtro 57T y 55. F57, A - 1,13 ¢3¢ P 5 A= 0,89

Ljemplo de un cflculo, con el nétodo de Wetson.
Se utilizaron 50 cc. d» bilief 50 dc defrczdoj 2 cc. de “hrlich

¥y 4 cc. de acetato de Sodio.
F57 E = 1090 .“\ = 1'130

P55 E = 2.40 A = 0,89

2.40 x 0,89 = 2,10

50 /. 6 = 8.33

2,10 °/. 8,33 = 0,25
0,25 x 2 x10 = 5 mg. %o.

cuadro N°1

1LI-01IDO MTTODO D- WATSON USLNLO CT.O'.URO FLR:ICO
DUQD NAL
mg. de urobilina %o

l 5680 6,10

2 3.20 2.30

K 4 3.60

4 4,70 5.60

5 620 6.06

6 3.8 3.24

Comparacién de un método que determina el urobilinégeno y
urobilina sl estado de urobvilindgeno (método de %atson); con
otro que los determina gl estado de urobilina,.
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Se han hecho uns seriec de criticas de todos los métodos
que utilizzn lue rescceién de vhrlich.lay una serie de sustencias
que interficren en la reuceién: dam color rojc la tripaflavina,
el indol, le« acriflaviac, la homatina reducid., ¢l tolueno,
teacidinua, fenilhidracina, fenllemetil-pirrazolona. Dan color
sparol juéos l iadicda, la urse, sl triptétanc, lz acetona,
merfina, wlcanfor, novocz{as, ncosalversan, antiperina, glico-
cols, avperasnlea, slsaine, &518¢ aulfanflico. &1 cecatol y el dei-
do glicocblico dan culor szul. Las protefnss y derivados protei-
cos dan cuior gu: vearfa del rojizo &l maranje violets. la pre-
sencla de albimine y zucus, difiouita la extraceidn del pigmento
ocnsionsndo pfrildas comsidera.les. EZn las pruecbas de reﬁupera—
¢ién, con el método de "atsor se han obtenido pdrdidas de has-
tz un 30 ¥ debido a lss extracciones. Sicndo ademids un método
largo ¥ encorrono se han descripto otros, mis sencilles, gque
suprimen la extraccidn etéren. Pero dzbido a que de este modo,
intervicenen uns seri~ 3e compuestos que dan 1z reaoccién de
Phrlich, estos métodos dan renult:dos muy sbultadoa.

Se zconseja ascoptur -1 método basudo cn la fluoresccnola
puess
1°-= Las sustencias que interfiercn en el método de fluorescencia,

gon muchus menos que lu gue interfieren en la rsaccién de

¥hrlich.

2°~ La urobilinae seqin “atson, se transforma especialmecnte en
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w2adbilivicling y copronigring, que ne son fluoresscaies,
P07 1.0 taats producirian ua wrios eu srensy, Zustex § LS

(21) . - A :
{s ). Coumporands ios 2 mftcdox coupiuedua que ¢l

o haxo
de vateon dn vslores miy oitos, "svzpeshdndose que oxistu
un produety parédsito, que sumente lors resultaedes',Cusnde
ins uroblilipep acn ciavedas iz dl2arencia de los valores
cbtenices, per i0s des mEioaes, o8 LUWY puquela, iocicmadc
25! que lo formeoidén c¢e mesobiliviolins y copronigiine as

reQueside. Cenviene por ic tunulte velcerex 10t dds piswsntos

&l ecstaio Gt urckiline.

Fesumen de! trabujo personal efectusdo

Hemos comparado métodos jue docan el urobillinbgeno y uro-

biline, a1l 3stado de urobilindgeno. (Métodc de watson) con
otros gque los Gosan sl ecetado de urobilina (Custex y Idpes
Garc{a3 Loyer).

Comprobamos la inutilidsd de la neutralizaecién con dcide
clerbidrico, gue accneséja Roysr, despuds de Liltrur le bi-
lis oxidade con percloruro; ye que los rosultados obtemidos
son oasi iguales.

Intre lea métodou gue dosen el urobilinbeero ¥y urobilina

%]l estedo de urobilius, ocomparamos el métuvéu de Royer, adap-
tado al feté-etro cor el de Castex y Lépez Garcfa; recomen-
dazmes cata M1timo, vvesto gne el oxidante utilizado no des~
truye la urobilina; con la ventaja que no se producen fené-
menos de adsorcién como en el método primero.

Aconse jemos, finalmente dosar 10s piruentos al estado de

urobilina y no de urobilinégenc.
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4°- ACIDOS BILIARYS

Fn la bilis humane, y en la de los animales se encuentran
ciertos fAcidos, llamados fdcidos biliamres, ocuys estructura es-
té relecioneda, intimemente con la/ggligterina. Rormalmente
se encuentra de 6 a 8 ge"/-c de 1fquido duodenal.

Pilic A = 3 a 4 g a0.0c0lal °/,,
B=8g1ll
C = 1.5 a 2.5
segdn Chiray y Marootte (22).
Cuny divide & loo flcidos bilinres en 5 serics.

I) Serie colflica comprende el #4oido o0o0lédlico (trioxicoldédnico)

y sus derivadoe méds importantes que son el &cido glicoedlico
(el Acido coldlico unido n la glicocola) y al tauro cdlico
(es o1 “¢ido 60141400 unido a la taurina).

II) Serie desoxicdélicm. L1 doido desoxicdlico es el dioxieold-

nico, se hslla en le¢ bilis humane dbnjo la forma de foide co-
lefnico. Pertenece a esta serie el doido hiogliococélico, en
1z bilis del occrdog el £cido antropodesoxiodflico, en lg bdilie
humanej y el dcido tauroquenocélico en le bilis del peto.

III) Serie litocélica. Comprende el 4cido litocédlico, 0 mono-

oxicolénioo, que existe en ln bilis humana.

IV) Serie focoodlica comprende los fAcidos y foecocdlioos,

hallados en la bilis de focas y morsas.

V) Seric _de los dteres del Skymmole Purecen temer un parentes-

00 con los #cidos bdilisres; hen sido hallsdos en la bilis de

algunos plaglostonirs.
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S2 hon practicido divarsos métodos para carscterizar
lon dcidos biliares. 3Basadniose que disminuyen la tensifn su-
parficial de los l{guldos en los qu: se hallan disueltos,hay
una serie de reacciones.for ej. la que utiliza flor de azu-
fre, qus cae al fondo dsl recipiente cuando se espolvorees un
1{quido que contiene dcidos biliares (Nemccién &c Huy). Tam-
bién se han umado ritodoes estalagmomdtricos.

Lus reecciones qufmicas, que se han utilizado pars ca-
racterizarlos son muy num:rosas y genoralmentc modificacilones
de lu Pettenkofer, que utiliza 2/3 partce del volumen iniclal
de dcido sulfirico, vigilsndo gue la temperatura no pase de
5093 luego se aflade II o III gotas de uzdcar de cafia 20 %.Se
desarroila un color rojo violdceo. Hany, ®in embargo, muchas
supt:nci:s que son cupaceas de enmascarar la rezccién. Se pue=-
den citar la alblzine micina, pirmentos biliarcs colesterina
lecitin:, aminodcidos, dolidos grascs, etc. Ius aulblminaes,mu-
cinas y pismentos biliaros pueden ser separadasde ls bilis en
forma completa. las dos primeras cosgulando con alcohol 95°;
los pigmentos defeccndo con sclce de plomo.

Se ha modificado la rcaccién de Pettcnkofer reemplazando
el dcido sulfdrico por otros dcidos (dcidao clorhfdrico,fosfé-
rico) y el arderr d= cnfia 0 furfurol par o%res sustancias
(veiniliina).
Téonicu de Cuny (23).2 ce bille 4 C.5 oc solucién acuossde
ncetato de rlomo 20 £ 4+ 7.5 elcohol 95° mezolar y filtrar.
¢ 1 em3 filtrado 4 0,5 ce furfurel 1 % 4+ 3.5 dcido fosférico

m 1,71. Se hecen unes perie de testigos: I} 0,20 g % de dci-

do coldlico en anloohol &6Cc. II) C,1C g %. ITI) €,05 g %. IV)
0,025 etc. Se tretan igual que el filtrado. Se lleva a B.M,.
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hirviente durante 5 minutos. Se enfrf, y ecompleta a 10 gon
fcido ncético glrnciel. Comparar ol colorfmetro con el testigo
quc s8¢ gseni:je mfz.

T) .

=/ %-x 10 = f2cido col#flico por litro.
II) x5
D

III) % x 2,5

IV) I

Le téonion de Cuny fué una de les primeras en dar resule
tados prfoticos; tiene sin embargo el inconveniente del cas $0.
Por ¢so Ctcheverry (24) traté de aprovechar le reaccién

de Ville y Derrien, que resulta en un método m#s egonémico y

mls fAcil.

Método de Ftcheverry.

3 om3 bilds + ! scetato de plomo 20 % -+ 7,50 de sleohol
etf1100 95°. Agiter. Piltrer. t 1 em® de la solucién nloohdli-
oa, zgregar 1l om de vainillinse 2 % & 8 de Aoldo sulfdrico 50%
+ 2 83 gotas de nocetato de plomo. Calentar a B.M. hirviente
durente 8 minutos. "nfrier, centrifuger. Se lce con ocuba de
medio y con filtro 5 57.

“e ensayé el método de Etcheverry en la forma acomsejada
ror su autor, utilizendo el colorfmetro y 5 testigos de &oido
00l#lico de distintas concentrrnoiones. Los resultedos son en
gencral satisfactorios sunque en oocasiones los tintes resule
tsn pocc comparadbles.

Intentamos despuds una adaptacién a lectures fotomdtricas,

obteniéndose oon distintos tcstigoe la siguiente curva.
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Fn las ordensdas s¢ representen 6) ¥ de luz tranemitide
y en les aboises la oonoentreecidén que ocorresponderfa a una
bilie tratadea en la forme original, propucata por Etoheve=-
rry. Puede notarse que no se cumple lea ley de Lambert = Beerj
0 res que las extinociones, no son proporcionales a les con=
ccntraciones cunndo se compera contra sguae

"egdn resulta de ls compareoidén entre las extinoiones y
eoncentruocionea:

cone Txte

0,250 a/oo - 0.188

Dif. Q.12
04507 - 0,3C0

Dife 0e0l2
0’750 - 0'428

Dif. Q.12
1'000 - 0’545

Dif. 0.12
1.250 - 0'665

Pero resultaun proporcionzles sl se descuenta un valor
de 0,06% a ondn extinoién. Fete vslor os ls absoroidén corres—
pondicnte a el color desnrrollado por lrn reaccién vainillina-
deido sulfdrico.

Con tod: la ley se cumple hasta llegar n congsentraciones
de 0,300 g de foido coldlioco por 10103 equivelentes a 1.500 g.
de co0lf1i00 en diiis, Fn adelsate ls curva as empirica y po=
80 cxactae

Por ente motivo oconvicne diluir las bilis husta obtener
lectura qu~ correspondan a 10s lfmites en que la ley se oume
Plee.

"4loulo A = 2,06,

E = 0,065 x 2,06 = g /00




37

Se probaron dos oclases de vainillinag notfndose que pa-

ra unz misma goncentraoidn, resultados diferentes.(cundro 8).

Cuadro 8
VAINILLINA RIEDEL VoDFL PAIS
1.0T1 1,097
0,921 0,854
0,783 0y 699

reonse jéndose, que a8l cambiar de Vainilline hay que ha=
cer une nueva curvae

Pudo notarse tembdién que la extineidn aumenta, sl acumen-
tar la oconcentracidn de vainillina (cusdro 9) pero rosulten~
do, la mAs comveniente la de 2 % aconsejada por Ftcheverry.

Cuadro 9

VAIRILLINA: 2 % VAINILLINA 4 % VAINILLINA 8%

1.046 1,260 1,369
59886 1,939 Cy961
0,733 09796 0,865
2,569 0,678 0,708

El aumento en la concentracidn de dcido sulfdrioco, aumen-
ta igualmente la ooloraoidn, pero sin ventajes, pues en csas
exoinciones donde la ley se cumple en forma menos exactae. la
oonocentracidn Sptima ez de 50 %.

Con foido sulfdrico el 25 % no se obtiene casi coloweoidn.
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Cundro 10
50432 75 % 50,H, 50 %
rxtinoidn rxtinciones
més de 3,000 14699
24651 0,796
1.921 0,688
1.319 0,569

Tembién se probd el tiempo de oslentamiento, d:mndo dife-

renocins apreciambdbles:

Cuadro 11
Extinoidn E
Leetura inamcdinte lTeotura a lss 24 horas

Calentando 2 m t 5,258 0.658
x° 4 n s 0e444 04699
6Hm ] Oe 585 Oe 678
8m g 7,558 NeT96
10 m 3 O.B? 0.854
12 m = 0,699 0.921

Otro caso
Calontando 4 a m Ce456 04699
6 s 06988 0745
8 = 00620 00721
10 = 06638 De¢T7T0
12 = 00658 00796

Como me observa,oon 8l tisrpo se int-nsifica el golor,de
tal modo que convicne leer en scguida.

Asf por ejemplo el cfloulo de 1la conce.darfas
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A loe 8 minutos = (620 = 65) x 2.0€ w 1.14 g °/,,

A los 12 minutoe = (G50 - 65) x 2,0€ = 1,26

6 mec un 10 % en M/S por cuatro minutos M'S de calemtamiento.
Por estos motivos, COKVIFNE edoptar un tiempo de oalente-

miento, ocho minutos como scomseja Ttcheverry, CONVI:RL diluiy

las bilis y lcer -n seguidea,

Resumen del trabajo personal efectuado

1°) Probmrcs la téeniea de Cuny que dr duencs remultadoa pee
ro tiens el inconveniente de zer costose.

2°) “ngayamos el ndtodo de Etcheverry en la forma scomsejada
por su eutor, utilizando el oclorfmstro, oon resultados gezne-
roelmente satiasfactorios, 8i biecn los tintes odtenidos a veces
resultan, poco comperables.

3°) Intentamos une ndsptacién ds este método sl fotfmetro de
Tulfuch.

4°) Con el fin 33 "“tanderdricar® l: pecceldn y catudianr lue
oondicioncs de varindilidnd de la intonaidad de color, compa-
ramos distintas nmercas y concentraciones de vainillinas; hioeli-
moo variar ceimismo lz conosntrseién de! #eido =sulfdricc, y
prebemos diferantcs tiampoe da calentamionto.

56) Te 1o exprrsado llegemdes e la eonclveidn que convione edop-
tcr un tiampo de onlan%amiento detexminndo, diluir le bilis y
laor en seguidn. Ray quz tenar precante aque ¢24s marca Jds vrie
nillinn, que go utilidco, roquiere 21 trazsdo de una nueva our-

va~tcetigo.
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59 - COL%STEROL

Las ¢sterines, que comprenden las zoosterinns que ee encuen=
tran en el organismo animnl, y la fitosterinas, c¢cn los vegeta-
les, tienen une estructura muy complicada. 3Sus molécules con-
tieren 4 unillos de carbono hidrogenados, de 108 curles varios
son anillos de ciclohexano.

La colesterina, es la esc¢erine mejor estudiada, la cuel en
parte formando fateres, se cncuentra ¢n casi todos los érgenos,
y sbunda especialmente ¢n el encédfeio, y «n el tejido nervioso.
Los cdloulos biliares, la contienen en mucas cantidad,

un alcohol monovelente, bien cristalizado, dpticemente
activo.

Sobre su estructura han tradajadc mucho, ¥indaus y %Wieland.

La férmula de constitucién es la seiguiente:

CH (CHB) CH, CH, CH, CH (H§)2

L2 ocolesterins *iczne 8 “tcmos d: cearbono, amimétricos: de

modo que exiaten wvarios isdmsros: ls isocolasterina, aloololes—



turina, metaocolesticrins, pscudocolesterinu.

Loe nftcdos pera desificar 1 colésterol en la bilis, troe
pescbin con el incomveni:nte de¢ guc lus evxtrascioncs clorofdre
micas o etéreas, arrasiraban bilirrubins, que luego daba un
tirote pardsito que molestadba y hasta impcdfa la comperacidn
colorimdtrice. For este motivo Deulofeu ¥y Bavio utiligan el
yeo80, que &bsorbe la dilirrudina y no el colesterol.

Con los fotémetroe y fotocolorfmetros este Ainoconveniasnte
no existee Lua dificultad roside on estabilizar el gcolor, lo
quc pareoce ocomseguirse agregando ademés del anhfdrido, f£oido
acétioo (m¢todo &¢ Schonheimer). Se probvéd el nétodo colorimé-

trico de Deulofeu y Tspinel Bavio, que 3s el gue reoomendamos.

Resctivog:

19) “oluoién concentrade medrc de colesterol: 0,16 g en 100 oo
de olozotormo puroc.

2°) Soluciones testigos: a) Se diluyen 5 oc.de solucidn N° 1
madie heats 100 oce. d2 ocloroformoy B) Se diluyen 10 oo.
g 100 om3 de cloroformo.

3°) Soluoidn de hldrdxido de godio ul 30 Fe

4°) Cloroformo, 4ter sulfdrico, #Acido sulfdrico y anhfdrido
nedtico y yeso o Purise

A unos 5 cce de yeno de Furfe, coloocados en un vine de unos
20 oco. se afiaden 2 coe. de lfuuido de sondsje duodensl y se
moxclon bien. “¢ zldede o3 cee de DHUa 39 % y se meucla nueves
mente.Sn 0oloca 6l vaso én una estufa a 105 - 110° y se seca du~
rin te uns hora. Se s-eun hien, y 2 pulveriau: se pasa el Dolvo
a un extractor de los empleados comunmente, realizendo la ex-
traceidn oon dter suliffrico durente 30 minutes.

Se evapora luego el éter a beja temperatura, el resfduo se
disuelve en cloroformo, llevendo en una prodbeta a 5 o6ce Se afla=
de 1 co. de abhfdrido acético y 0.2 de decido sulfdrico concen-
trado. Agitar y recldizar la lecture cclorimé€irica a los 15 mi-
nutos.

Los testigos z: yroparan tomando 5 oce 42 oads s-lucién -~
PO y procediendo en la misms forma.
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Para el testigo I el oifloulo en:

% X Uel0C4 x -g- X 1000 = g ¢, 00 de gulestercd

donde, T = teatigo
D = deseonocido,.
d » dilucién clorofdrmica del Geaconocido para 1 cc.
de 1fquido duodencl.
Pare el teetigo 2 substituir 0,004 por 0,0008.
Resusens
Hemos eplicedo el mftodo de Deulofeu y Espinel Bavio, que

es el que reocomendemos por los buencs resultados odtenidos.
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APTRDICE
Albdmina y Mucina. Anflisis cualitativo

1 volumen de bilis 4 2 volumen alcohol acético 20 %¥. Pre-
oipita: Conviene centrifugar e clta velooidad, para que el
1fquido sobrenadsnte quede 1fmpido; en este lfquido es donde
se sncuentra le clbdmina.

Se trata econ focido triclorocecético y se observa si hay
enturbiamionto.

Il precipitedo que contiene lu muoina se disuelve en hi-
drdxido de sodio, o en agua. Y se puede efectuar algunae de
las siguientes r:scoiones pars reconocer a dicha proteina,

e) Probar su solubilided en los disolventes ordinarios. b) Reec—
cién de Millon, o) Tisolver una pequefia cantidad en OHNa y ha-
cer la prucba del biuret, d) hervir con 10 a 25 oce de agus &

la que se agrega 5 00. de HCL dilufdo hasta que la solucidn

se vuelva marrdn. Enfriapr, aloaliniszar con OHK sélido y pro-
bar.con reactivo de Benedict. Le muoina es oonsiderada gomo

una gluco protefna y el grupo oarbohidrato en la molécula,

que es peparado de la porcién proteiom oon el 4cido es reco-
nocido por la reduccidén de Bemedict.

Normalmente la bilis no contiene slbdmine, ni micins.

Se probercn dilis normeles y patoldgicas, encontréndose

albdmina en bilis de ffatula,
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Seneibilidad del mdtodo pare le albdmina.

(Resultado
2 co bilis 4+ 4 occ.2l00hol aoético + 0¢5 suero 1 % E 4+ 4
L L " 4 0.2 " 14 E + 4
nom e gwn " + 01 " 1%244
L . 2 " 4 0.5 " 1%0 é <4

Sensidilidad para 1z mucina.

1 06.bilis 4+ Co5 c0 s0lucidén de ealiva + 3 co aleohol eodtico.

Resultado
Solucién 1 % esliva ( + 4
" 1%, . E +
" 1 %o g negativo

Resumen
Utilizemos el método de Rame para investigar cualitativa-

mente la albdmina y mucina, en el lfquido duodenal investi-

gando aus lfmites de sensibilidad,




RESUMER Y CONCLUSIONES

1°) Se hace una d:soripoién del somndnje duodenal.
2°) En lo que respecta a la determinscifn de le Bilirrubina.
Hemos comparado o1 método de diezotaoidén propuesto por Castex
Lopes Bareis y Zelasao, aplicdndolo = la bilis con un método
de oxidacidn; y ocon uno colorimétrico. (Meulengracht).
3°) Controlamos los resultados del método de Jendracsik y Grof,
compardndolo con los anteriores.
4°) Probamos los métodop de Malloy y Fvelyn =de dimgotaoién y
oxidacién- y los comparamos.
50) Acomeejamos dossr la bilirrudina en bilis, para un método
de oxiducidn, =-sl estado de biliverdina.=

Reocomendamos el método d= oxiducidn de Mzlloy y Evelyn, que
usa ague oxigenada, oxidante qus no destruye el pigmento.
6°) n 1o que respecta a le detorminaciln da urob‘iina compara=
mos wdtodos que dosan los pigmentos al eatado de urobilinégeno
(#etson), con otros que lo dosan el estado de urobilina (Royer;
Castex y Lopes Garoia).
7°) Recomendamos el ndtodo de Cnatex y lopes Gereia, (solamen-
te utildizable con el nefelémetro - féworesofmetro de Zeiss)y
puesto que se evitan las p&rdidan por adsorcidn, y la destruc-
cidn de la urobiline.
8°) Aconsejamos, dosar los pigmentos sl estado de urobilina.
g°) Probemos la téonica de Cuny, para la determinncién de dcidos
biliares, que da tuenos resultados pero es costosa.
10°) Insay=mos el nétodo de ttcheverry utilizando el colorfmetro,

Yy lo aGaptemos al fot!nmtro de Pulfrioh.



11°) Hicimos variar loe componentes de la rencoidn, y llega-
mos & lu conclusién de cue convien: adoptar un tiempo de ca-
lentamniento determinado, diludr las bilis, y leer en seguids.
Cuando se cambin de marca de vainillina hay que confeccionar
uns: nueva curva=testigo.

12°) Probemos el m&tcdo de Deulofeu, y Bevio pere el dosaje del
colesterol, aplicado a la colorimetrfng que es el gue recomen-
demos, vor los resultados ohtenidos.

13°) Investigamos cualitativemente la presencie de albimins y

mcins, y deterninanosd su lfmite de sensidilidad,

"
—

o
/
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