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PTOLÜGO

La práctica del sondeo duodenal introducida con fines
diagnóstico y terapéuticos por Meltzer-Lyon se ha beneficia­
do considerablemente estos últimos tiempos con la aplicación
de técnicas químicas capaces de afinar el diagnóstico y evi­
tar los errores prOpios de la apreciación macroscópica del
tipo de bilis extrañas. El estudio del metabolismo de los
pigmentos biliares ha recibido en efecto un impulso conside­
rable gracias a la utilización de nuevas técnicas o a la apli­
cación de la espectrografia y espectroscopia al perfecciona­
miento de los antiguos procedimientos colorimétricos. Muchos
de estos adelantos han sido ya utilizados en el estudio de
los liquidos orgánicos, y en particular en el del contenido
duodenal extraido por sondeo en ayunas previa estimulación bi­
liar.

Las funciones del quimico y bacteriólogo se han visto
asi considerablemente acrecentadas y comprometidasu respon­
sabilidad en el diagnóstico clínico.

Es a la valoración y comparación de los distintos pro­
cedimientos quimicos más en boga que hemos dedicado este tra­
bajo; los procedimientos cepectrofotométricos utilizando el
fotómetrc de Pulfrich han merecido preferentemente nuestra
atención, siguiendo en esto los trabajos iniciados por el Dr.
Andrés López Garcia, en cuyo laboratorio del Instituto de In­
vestigaciones de la AcademiaNacional de Medicina, pude lle­
var a cabo estos estudios.

Agradezco la cooperación que me ha prestado el ür.N.Pa—
talano para el mejor éxito del presente trabajo.



El liquido duodenal se obtiene mediante condado que se

efectúa con un tubo de gomaflexible y fino. Entro las son­

das másutilizadas figura la de Rehruss, que consiste en un

tubo de gomaflexible, de 3 a 4 nm. de diámetro con diversas

marcas (a los 40. 56 y 70 cms.), cuyo extremo consta de una

oliva metálica, una Jeringa de vidrio-pera aspirar- acompa­

ña la sonda. Se pueden asimismo citar otros modelos cono

los de Lyon. Levin y Jutte; Twins. etc.

colocada la extremidad de la sonda en el ducdeno se esti­

mulala secreción biliar utínzandc una solución de sulfato

de magnesio. que produce una relajación de las vias biliares,

localizada en ls región duodenal; c sino se emplean colago­

gos fisiológicos tales comoel aceite de oliva, pcptonn y

ácido clsicc. Ls concentración de sulfato de nsgnesia uti­

lizada es de un 33 fi. solución que se inctila a traves de

la sonda. una o más veces. Se aconsejan las siguientes dosis:

una primera instilación con 45 cc., rsccbrsndc tanto como

son posible. seguida de una segunda estimulación de 30 cc.

y de hasta una tercera instilación de 30 cc. Cuandose usa

la peptcna se emplean 50 a 100 oc. de una solución al 5 fl.

ssterilizada; también se usa de 15 a 30 cc. de aceite do

oliva, entibiado a la temporatura del cuerpo. Si se usa áci­

dc oleicc, se diluye de 5 a 10 ec. del ácido puro en 15 a

30 de agua.

El sondaje se debo hacer su ayunas. Se introduce la pun­

ta de la sonda en la boca del paciente; cuando dicha punta



está en la parte posterior de la boca. el poniente debe tra­

gar, y respirar naturalmente a través de la nariz, hasta que

dicho extremo de la sonda haya pasado la glotie, después do

lo cual, puede ser fácilmente introducida hasta la marce del

aot6mago. Se extras por gravedad cualquier residuo ootomaoal.

solamente en algunas ooaoiones es necesario ayudarse suooio­

nando con una Jeringa, on tal caso debe hacerse una succión

minima para evitar traumatismos. Se lava el estómago con agua

oetorilizada a 1a temperatura del cuerpo humano.Se la extrae

luego. Luego se ordena sl paciente que se ecueete en la cama,

sobre su lado derecho, y debe tragar la sonda muylente­

monto, más o menos debe tardar unos 20 minutos hasta tener

1a marca duodenal on los labios.

Se conecta la sonda s la primer botella. El primer liqui­

do que aparece de un color amarillo, manolo de Jugo duodenal

y pancreático. Cuandoel extremo de la sonda está en el duo­

deno, se estimula el flujo de la bilis con cualquiera de

las substancias desoriptas anteriormente, introduoiíndolas

a la temperatura del cuerpo. Aveces una mezcla de sulfato

de magnesio y poptona da mayores resultados que cualquiera

de los dos solos.

Cuandola oliva ha penetrado en el duodeno es fácil ee­

tudiar la bilis empleandols prueba de Meltzer-Lyon (2) (27).

De 10 e_15 minutos después de la inyección intraduoúenal. de

sulfato de magnesioee retira un liquido claro. amarillo do­

rado y pooo viscoso: oe la bilis A, que según Lyon serie la

bilis proveniente del oolédooo. Un cuarto o media hora más



terde, el líquido extraido cambia bruscamente de aspectoaes

más viecoeo, mas oscuro, mie rico en pigmentos biliares: es

1a bilis B,qne prOVendriade la vesícula biliar. Despues de

un tiempo más o monoslargo, le bilis extraída vuelve e ser

más clara y menos espesa: es le bilis C que para Lyon serie

la de los canales hepáticas y del higado.

Se deben cambiar leo botellas recolectores a intervalos,

e medidaque las fracciones de bilis se van identificando.

Antes de retirar la sonda conviene insutler un poco ds

sire, a través de la misma, evitando asi que ss produzcan

raspedures en las mucosas.

Adhiriéndomee las opiniones de diversos profesionales

(Bengolee y Velazco Suárcz(3), Castex y López Garcie(4) ls

práctica de sondeo con fines diagnósticos dcbc ser realinsp

da por el médicoúnica persona indicada para definir y apro­

vechar c1 resultado de este operación. Siendo el líquido

que se extras une mezcle de Jugo gástrico, pancreático y

bilis, los componentesse alteren por digestión, siendo ns­

cesario que el análisis se efectúe ds inmediato. Asi por

ejemplo: 1a bilirrubina se oxido: el scidificarss, preci­

piten las sales biliares, el colesterol; s1 nescbilirrubi­

nógeno se cxide y ss transforma en urobiline; cuando llege

a haber albúmina, ¡sta se digiere: lo mismosucede con la

muoine.

Si no ss pudiere efectuar el análisis inmediatamente

ee recomiende conserVar el liquido, un corto tiempo, en le

heladera a le temperatura de 4°; se impiden asi ln acción

de los tormentos pero no le oxidación, debido al ácido clor­
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25 BILIRRUBJNA

En lu materia colorentc paren ¿a ln bilin; tambidn se

encuantrn en e] “nero sanguíneo al que contribuye a dar ou

tonalidad característica. Su fórmula bruto C33H3606 N4,on­
globo varias bilirrubina, pero que posee-mdistinta ¿topol­

ción molecular.

Criotulizada presenta un color rojo oscuro y en noluoio­

nos diluídaa. un color amarillo oro.Inaolublo on agua, poco

en alcohol, en fácilmente soluble en oloroformo. benceno,

uulfuro de carbono, glicerina y alonlio. En muysensible a

los ozidanteo. Se comporta comoun ácido débil, bibáaico;

encontrándose en 1a bilis, probablnmnntoal estado de bili­

rrubinato do sodio. Enuna serie de reacciones característi­

oes: Conel ¿cido nítricounitroaoo no producen una serio do

auntanciamcoloreadas(vermiazu1,violetn,rojo unurillo) quo

aon distintos grados de oxidación. Esta oo la roacoión de

Guelin, usada por Fincher como reacción do grupo con una

mezcle do ácido sulfanílioo y nítrico (¿1320 reactivo) no

produce una sustancia de color rojo (azobtlirrubina) de la

que noo ocuparemos más adelante en detalle.

La fórmula según Fiaohor(5) está eonotituíña por cuatro

grupos pirrólicoo dlopuaatoo en cadena

cu, gn; mb C,_Hq_CooH (¿Raton ug c!“ ‘52.”3'
\

_—

o“ H — Qflz c”­ OH.z/
Nnu
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‘La bilirrubina ¡o produce en el organismo a expensas de

1a hemogl;b1nag ésta es una proteína oonjugada formada por

una proteína básica del tipo de las histonaaz globinn y por

el han o grupo prostático, constituido por 4 núcleos pirró­

lisos. Los hemocromógenosson combinaciones del hem con una

auntancia básica nitrogenada.

cuá C1145

N

D" ><"G
CooH N

C 0
cáoú CH3­

Si X oa Pe bivalente ae trata de Bel.

Si x en Fe - C1 no trata de Resina.

Si X en Fo OHno trata de Henatina

sin X oe trata de Protoporfirina.

Si en la protoporfirina se oxidan los grupos vinílicoa:

032 CH dando una función alcohólica cas-CHOH- se obtie­
ne la hematOporfirina. Si la protoporfirinn no calienta con

filefl.1a. se pierde C02 de 109 grupos propiónicoa. y los vini­

1100! no reducen a ottlicon, quedando lo que no denomina etio­

porflrina. que no ha obtenido sintéticanente artificialnnnto.



Se han obtenían cuatro etiuporïirinaa que se diferencian on

le posición.ao ln? cadenas, metílicaa o etílicns. La etiOpor­

firinn III es idéntica a 13 obtenida de la materia colorrixnto

de la mangre. por su enpectro, por su forma cristalina y por

ou- propiodaden químicas.

Las etapas intermediuu on al metabolismo pigmentario quo

ve desde "e heBOglobinnhasta la bilirrubina no están bien

aclaradaa.
(30)Iembarg eelahonn las otmpcs ¿a transformación en la

siguiente forma. Particndo del henccromógeno aa proúuco una

oxidación con rotura del anillo tetrapirrálieo pero sin pér­

dida del ¿tomo de hierro.

Esta sustancia Ia denomina verde-hamocromógeno, que, por

acción del H C1 pierde el hierro y aa separada de la baso

quedandotransformada en bilivordina. Una reducción ulterior

en el higado transforma la biliverdina en bilirrubina.

La teoría/ggmberg tiene un apoyo en experiencias realizar

daa "in vitro" pero no ha sido demostrada hasta ahora "in vivo".

Ea con todo una hipótesis de trabajo que pueúallevar a le acla­

ración de numeronooproblamnn biológicos.

a a 2 a
<1);7Q o qm} Q1.) ,. Q4 ,1!)

u Érika-NSW¿“Qflfioífiïu-"Ï nc’ m c»La! e»
. N' H< \ f ‘ / \ N N H fl_#(2‘ ' f Si“) ¿2' ¿<3 " U["37N/ \/go En | \/3g

HEH'OCKOMOCENO VEÜOHEMocQomoc-ENo ¿iLIVERJINR ólLoQQUGUNR .
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En el liquido duodcnal las cantidades normales, según

L) (4),Chiray y Lebon(7). sonRoyerí , Casto: y López Garcia

las siguientes:

Bilin Aa 0,07 o 0,10 g o/oo de bilirrubina

Bilin B z 0,20 - 0,40 g o/co

Riiie C m 0,02 - 6,05 g o/co

Numerosaseon las técnicas que ee han utilizado para de­

terminarbilirrubina en bilis.

1° Métodos por diazotanión.

2° " " oxidación.

Normalmentesólo hay bilirrubina; en los casos patológica

hay biliverdina. Por este motivo, los métodos más exactos, eon

los de oxidación, que la donan comobiliverdina.

Comoexidentea se han utilizado pereulfatoe, ácido nítrico.

agua exigennda.

Hemosensayado a1 liquido duodenal el método propueeto por

Cantar, López Garcia y Zelaseo(8) para el doeaje de la bili­

rrubina total en 1a sangre:

0,5 cc bilie + 1.5 Jarabe simple 4 0.5 Cafeina benzoato
de audio 50 fl + 1 en} de diana.
Tubocontraste: 0,5 cm}bilie ¿ 1,5 Jarabe 4 0.5 cafeína benzqg
te + 0.5 diana I. Se hace 1a Lectura a los 15 minutos con fil­
tro s 55. A a 101 ng o/oo.

Cálculo: E x lui = me. bilirr. por IUUUcc. Los resultado.
los hemos comparado con un método de oxidación propuesto por
lee mismos autores: (Cuadro 1)
2 cn3 bilis + 8 alcohol acético. Se agrega enseguida 0.06
EOH puro mezcla: . Añauir enseguida 0.04 eo, HC Na 0.5%.
Fiitrnr bajo vidrio de reloj. acer al fotometro a la medieho­
ra con filtre 461. Conbilirrubina pura d'Hoffmannla Rocheen
un espeaor de cuba de 1 cm. ee encuentra para A el valor de
252 ng o/oo.

Cálcul°i E ¡ 252 . ng bilirrubina o/oo.
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Quadro N° ;

DIAZOTANDO OXIDANDO
Iso fo ¡8- fio

105 89.60

85 81,90

39 43950

240 140

Utilizando bilis de color verda

1700 2227

250 371

95 112,64

105 233

75 90

Comparación de un método de oxidación, con uno de diaze­

tación.
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El metodo de diazotaoión da más debido a productos ¡area!

dos; (cuadro N°1);cunndo la bilis un verda da monos. La diezo

reacción de Ehrlich Prrcchsr cz una reaccién anpeoifioa para

la bilirrubina en medioácido. En medio alcalina reaccionan

tambien otros productos (loa rencia: que ¿un un color amarillo

rojizo). En medio ácido rcaccicne el mesotilirrubinógeno dende

un color ¿unrilio dorado (reacción amarilla de Varela Fuente­

eetudiade por López Garcin)(9).

Comoen le.bilie hey meeebilirrubinógenc, la preeeneie

de éste falzee el decano colcrimétrico dondeooloree inconve­

rdhlea cuando la cantidad es importante. Habitualmente puede

denpreoiaree eu influencia puee ac encuentra en cantidades

de 100 a 30 veces menores que la bilirrubina (Castor y López

>(10) (6))

Ente perturbación ee todavía menorsi ee utilizan fotóne­

García y Boyer

tros eepectrnlee o retocclorimetree provistos de filtros que

dejen pasar solamente la zona del espectro abecrbida por la

aserruhina 550 - 530 cu.

El impedimento principal del metodo de diczotaoión. eo­

breviene cuandoexiste biliverdinc en cantidad apreciable.

Su ventaja reside en que puede emplearse un colcrinetrc común.

contra testigo do cobalto; sobre todo usando un filtro verde

de fotografia.

m ¡{todo de oxidación tiene pérdidas dc un 20 n 25 st de­

bido seguramente a que el cxiácnte dcetruye el pigmento; como

ee demuestra comparando con el metodo de Evelyn y Kelley.
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Hanna comparado asi, estos métodos con el procedimiento
(ll)primitivo de .Meulengracht quo compara el caIOr amarillo

del líquida” dnodenal con una solu016n diluída de bicromato

de rotasio (0.05 g Cr2 0732 en 500 co. de 820)
Cuadro N92

Diauogendo 0;;¿3540 Colorgmfitrtoome /oo ng /oo le loo

420 512. 150

55 69.1 46

290 230 100

440 614 250

160. 153.6 85

60 T6,8 45

300 409 210

1160 936 500

2520 2355 870

370 335.6 170

2600 2460 910

145 256 80

3140 2800 970

1506 1300 570

Comparación de Los métodos de oxidación y diamotnoión con

el prooadimianto aoloriméfirioo ¿e Maulenagraoht.

Este método colorindtrioo ea malo (cuadro 2) sirviendo

simplemente comoun método da orientación. El anturbiamiento

falsos y hace imposible 13 comparación. to mismopueda desire.

da la pra-encia de biliverdina. En fundamental el pH del medio,
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pues laa solucionen de bilirrubina cambian de color según el

pH del mismo. Van del amarillo al roJizo según ¡en ¿oido o

alcalina, y el líquido duodenal tiene un pHmuyvariable,lo­

gún loa canoa y según ae haya mezclado oon Jugo gástrico.

Se probó el método de Jendrassik y Grof(12)z

1 om3do líquido + 2 cm3 de cafeína 4 0 5 oo. de solución
de diazoico y después de 10 minutos 1.5 cms do solución alca­
lina de Fehling. Se los con filtro S 61. contra agua.

Cálculo
E!5,32=ngfio.

Cuadro N°}

LICUIDO DIfi70TANDO MÉTODO DE OXIDAHDO
DUODÜNAL JPNDRASSIK

y GEO?

Bilirrubina ng fio

1 880 404 750.

2 260 164 209

3 168 123 120

4 188 140 161

5 160 109 117

6 840 270 750

7 648 231 645

8 790 600 780

Comparaciónde loa métodos de oxidación y diatozataoión

con el método de Jendraooik y Grot.

No hay concordancia entre loa reaultados obtenidos con el

método de Jendraoaik y Grof y los restantes; comose puedo ob­

servar en el Cuadro N03. El métodode Jendraaaik y Grof ha nido
criticado por Sanguinetti(13), quien aconseja trabajar oon
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tenorea de bilirrubina bajas, entre 5 y 15 mg. flb. Otra causa

de error seria la turbidez. que se produce. AconeeJafinalmen­

te usar en lugar de la solución alcalina de Fehling, una solu­

ción de OHNaN/1. La Ventaja del método de Grof, consiste en

que comohace la determinación en medio alcalino, 1a azorrubina

da color verde, que en loa fotómetroe se lee en los 600 u u,muy

lejoa de la zona de influencia de loa colores originados por

austanciae parásitan.

Se probó también el método de Malloy y ïvelyn(14) y ao

comparó con el de diazotaaión.

Método de Mallo Eva n:

1’ tubo: 0.40 material 4 3,60 oc Hz+ 1 cc. diazo fuerte.
2c tubo (contraute): 0,40 material 4 3,60 cc. H 0 + 5 co. a1­
cohol metílico 4 1 co. HCl 15%0. Se leo con F11 ro S 55 y 53.
S 55 A = 27

0 4 5 cc. alcohol metílico

E X 27 = m fio o

Cuadro N"!

LULUIDO DIA70TACION MAILOY y EVTTYN
DUO D PINAI.

DE fio de bilirrubina

1 460 410
2 1100 1075
3 460 450
4 780 777
5 500 496
6 100 87
7 220 200
8 60 67,5
9 720 621

10 2140 1700
11 6800 6156

Comparación del método de diazotación de Castex López Garcia

con el de Malloy y Evelyn.
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En general dan igual resultado (Cuadro N04) lao diferen­

cias que no producen daban aer por enturbianiento del tubo

contraste, producido por el alcohol notílioo.
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(15) que ae basaSe probó otro método de Malloy y Yvelyn

en la oxidación; utilizando el agua oxigenada comooxidante

la que reacciona rápidamente, produciendo el máximode color

en un tiempo minimo, hecho importante, sobre todo en la bilis,

pues cuandose utiliza el reactivo nítrico, se requiere aÏveoea

más de diez horas;

Técnica.

1‘) Reactivo oxidante 0.4 cc H202 30 f y 2 cc. HCl concentra­do en 100 cc alcohol etílico 94 7€.

2°) Alcohol etílico 94 fi
9.5 cc. alcohol etílico + 10 cc. reactivo Oxidante son agre­
gados a 0.5 cc. de bilis, después de una hara se filtra en
un tubo del fotocolorímetrc y ae lee con filtro S 66 contra
un tubo con alcohol.

2-105 G x 20 x S 78 = constante de calibra­
-78'— -0-;-— ción.

G a lectura
S = volumen de bilis en

24 1101.85.
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Hemosbuscado el valor de A para el fotómotro de Pulfrich,

trabajando con bilirrubina Hoffmann1a ñoche en solución olo­

rofórfion al 100 mg. o/oo. La constante hallada ee la miann

que la encontrada por aquellos autores para el Fotocolorímetro.

Reegggngel trabajo personal efectuado

10- Hemoscomparado el método de dinzotaoión propuesto por

Ceetex - LópezGarcia y Zeleeco, para el dosaJe de la bilirru­

bina total en la sangre, aplicado a la bilis con un mdtodode

oxidación propuesto por loa miemoeautores.

20- También fueron conparedoe los doo métodos anteriormente

citados, con el procedimiento primitivo de Meulengrncht para

cueros sanguíneo-3 aplicándolo al líquido duodenai.

30- Se oontralorearon loe resultados del métodode Jendreaeik

y Graf, oomparándoio con loa obtenidos con los métodoe anterio­

ree.

40- Se probaron los métodos de Malloy y Evelyn - de diazotaoión

y oxidación oomparándoloecon los métodos anteriormente cite»

doo.

5°- Aooneednmoedonar la bilirrubina, con un metodo de oxida­

ción, comobiliverdina. Recomendamosel método de oxidación

de Malloy y Evelyn, que a1 usar agua oxigenada, no produce

plrdidae. por destrucción delpinnento.
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3n UROBILINfi

El urobilinógeno, formado en el intestino a expensas de

la bilirrubina, se oxida fácilmente dandourobilina. Esta

transformación puedeocurrir en los partes finales del intes­

tino y en la veJina urinaria.

Bilirrubina

l Reducción
Urobil inógeno

ioxidación
meten as focales Urobilina __————->.:\bsorción

Eïsteroobilinfigono ¡“guía
Oxidación

Estercobilina

(De la Quimica Biológica. de Deulofeu Harenzi).

Si 1a urobilinn está ya formadaen la parte del intestino

que es capaz de absorber pase en parte a 1a sangre; una porción

es fijada por el hígado y otra, eliminada por via renal.

La estercobilina y la urobilina son sustancias muyseme­

Jantca.

La urobilina responde ala fórmula bruta C33 H42 N4 06; le

fórmula.constitucional según Fischer es la siguiente!

95 2):: "5
(“a cu C" ¿Hz cr! "¿
' ¡3' nd (¡H3 D 3
fi‘ 9 ¿

MJÚLMÜLÜL
un NH NH

-0H
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Es una sustancia sólida de color pardo. nmorfa, poco so­

luble en agua; soluble en alcohol y cloroformo. Sus disolu­

nes son roJinas o amarillas; casi lncoloras cuando son úcidas.

Sonreacciones caracteristicas: la fluorescencia con clo­

ruro de zinc en maúio ameniaOal, el espectro de absorción bas­

tante característico y la reacción roja de Ebrlioh con el

para-dimstil- amino-benzaldshido en medio ácido.

La existencia de la urobilina en la bilis fue negada por

algunos autores, debido a las técnicas deficientes que se en!

pléaban; sin embargohey día con el perfeccionamiento de las
(6)

omismasse ls encuentra siempre en la bilis normal Roysr
(4)Castor y López Garcia . Las técnicas para donar urobilina

están basadas en dos principios: l

1°- Determinación del urobilinógenc y urobílina al estado de

urobilina, determinando la fluoresooncia que producen en pre­

sencia de sales de zinc.

2°- Determinacióndel urcbilinógenc y urcbilina al estado de

nrobilinógenc por la reacción de Ebrlich.

Las siguientes técnicas estan comprendidasen el primer

caso:

I) 4 cm3bilis + 4 cloruro férrioo 20 fi (que oxidan el urobi­

linógeno) + 8 de amoniaco lo f. Filtrar. En un tubo tomar 1

cm3 y agregar 9 cm3 de buffer (acetato de sodio 70 g; acetato

ds zinc 25 88 seido olorhiericc 5 cc.¡ alcohol 60° hasta 100000).

Royer aconseja, después de filtrar la bilis oxidada con el

percloruro. neutralizar con HCl, En realidad comprobamosque

no vals la pena neutral izarla pues lasdifersncias obtenidas son
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muypequfiñsa (cuadro 5). Se hacen las lecturas al fotometro-ne­

fe16MQtro da Pulfrich, sucesivamente con luz roja y Luz blanca;

permitiendo así determinar 1a luminosidad producida por la tur­

bidez y coloular la que corresponde á la fluorescencia. Para ca­

da fotómetro es necesario, hnc r una tabla, utiliaando una so­

lución de tripaflavina, que relacione la concentración con los

por cientos de luz emitida, comodescriben Casto: y lópez Car­

cIa(17).

ngmglo de como so gtactún un cálculo:

Filtro Rojo (turbidez) n 3,6

Filtro verde (luz total) u 21.­

Difercncia = 1794

un la tabla, construida para el fotómetro de Fulfrich,con

el que se ha trabajado.

17.4 - 3,82

3,82 x 2 = 7,64 mg fio de urobilina

Cuadro NÜ 2

SIN NÏUTRATIZAR N UTRALIZANDO

ng fio de urobilina

3.70 3-33
0.33 0.44
4.10 5.05
1.57 1.64
7-64 7-70

Método¡repuesto por Caotex 1 López García {únicamente uti­

lizable con al nefelómetro-fluoresoímetro de Zeiss).

2 oo bilis 4 2H 0 4 4 gotas de Yodo + 4 oc. alcohol 96°.2

Filtrar, diluir conbuffer l a 10.



Bate métodoreemplaza el cloruro férrico, por el iodo,oxi­

dante éste que actúa sobre el pigmentosin destruir la urobili­

a, por ‘o que se obtienen resultados más altos. Tambiénpare­

ce que los resultados más altos encontrados son debidos, a la

absorción parcial que en el métodoanterior sufriríu el pigmen­

to por el precipitado férrico - (cuadro 6).

al utilizar este métodoes neoeoario leer la fluoreaccncia

a través de filtros verdes, pues quedanrestos de bilirrubina,

de color amarillo o verde, que hac n imposible 1a comparación

directa con e: dispositivo de fioyar.

Cuadro N0 Q

usnwno CTOHUROFHR‘ICO

II “IDO °IN W“UTPfi*17‘F N“U"R“ïI7AHWO Ucawno IODO
D‘JOD,.NAL sl n | . ¡.\.'.J ¡llo ¿ ..... un L. wui

mgio de urobilina

1 0.088 0.132 0.186

2 8.40 8.96 10.52

3 7o 7.14 7-56

4 2.30 3. 3.24

5 1.84 2.06 2.54

6 0.98 0.98 1.36

Comparaciónde los resultados obtenidos utilizando como
oxidantes: cloruro férrioo (sin neutralizar, y neutralizundo
la solución final), y iodo.

La reacción de Schlassinger puede ser falaeada por flavinaa,
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nomina, quinina.

Determigación de urobilinógena y urobilina gl estado de urgr

bilinógegg
(18)En el año 1925, Terwon describe un mltodo basado en la

reducción de la urobilina al estado de urobilinógano, por medio

de la Sal de Mohry su determinación por la reacción da Ehrlich.

Método de Torneo: 80 en} liquido 4 20 de sal de Mohr 16 f re­
cientemente preparada, agregar luogo lentamente y agitando 200m
hidróxido de sodio 12 fi. Se coloca durante 24 horas en un fran­
co oscuro. cerrado, sin burbuja de aire. Se filtra en frasco OI­
ouro: 20 om3del filtrado + 5 cc Acido aoítioo 20 fi: agregar
40 oc. de éter. Separar el éter. lavarlo con 3 oo. de agua,cua­
tro voooa.

Se hace la reacción de thlioh an anto líquido con para ­
dimetilaminobonzaldehido, agregando acido olorhidrioo y una oo­
luoión de acetato do sodio. Se compara con un testigo de fenol!­
taleina en medioalcalina.

3

Terwendemoatró que el prooipitado de hierro no arrastra

urobilina, que el éter extrae la totalidad del urobilinógeno;

y que el luVado del 6tu:, con agua, no arrastra oata sustancia.

Hoyer probó sin embargo que el método de Terwen destruye una

¡arte del pigmento que se Va a donar, equivalente a 2/3 parten

dal.total; debido a la labilidad de lo urobilina.

En el aïïo 1931 “1232520) reemplaza la Sal de Mohr por aul­

fato forrono y el hidróxido do sodio al 12 í por uno de concen­

tración do 10 fi. La reducción ae efectúa en una hora:

50 en; de liquido se coloca en un erlonneyor y ne agrega
25 ona de sulfato forroao 20 fi y agitando 25 om3de hidróxido
de sodio lo fi. Después de una hora una porción del filtrado ao
trata oualitativamento con reactivo de Ehrlieh (0.7 g de p.
dinetilaminobonzaldahído, 150 cm}de acido clorhídrico concen­
trado y 100 cn3 de agua): 2 a 3 om3del filtrado son aoidifioa­
dos con la mismacantidad do reactivo de Ehrlich. Se agrega 3
a 4 cm3 de una solución saturada de acetato de aodio. y ao nota
la intensidad de color desarrollado. Si el color es muyinten­
eo ae usa l cn3 o aún menos; oi ea rojo pálido 3 a 5 en}; ai o.
pálido lo a 30. Sibo hay: SC om3.
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La cantidad a utilizar ee coloca en un embudoseparador;
después de diluir a 23 cm} con agua (si ec han usado menos de
20 cul): luego cubrir con 20-30 cm3de éter de petróleo puro
y fuertemente acidificado con ácido acético glacial. *e prefe­
rible comolo hemos comprobadousar éter sulfúrico, pues ee ee­
para muchomás fácilmente. Agitar durante unos minutos.

Se extrae luego dos veces más con éter de petróleo. La colu­
ción combinada es lavada dos voces con agua destilada. Él nro­
bilinógcno ee extrae agitando con 1 a 2 cm3de reactivo de
Ehrlich. Se agrega doble volumen de una solución acuosa catara­
da de acetato de sodio; con la que ee desarrolla la reacción
coloreada. A=itar y extraer.

El éter ee vuelve a agitar con otra pequeña cantidad de thrb
lich, seguido de adición deótra pequena cantidad de acetato de
ecdio. En caso que desarrolle color bien perceptible, este pro­
cedimiento debe ser repetido hasta que la extracción de urobili­
nógcno sea completa. Si en las extracciones ee formara emulsión,
conviene separar con unan de alcohol 95‘ Se lee con el
filtro 57 y 55. F57. A s ï.l3 y F 55 A n 0,89

Ejemglo de un cálculol con el método de Watson.
Se utilizaron 50 ce. de bilie{ 50 dc defecado; 2 cc. de Ehrlich

y 4 cc. de acetato de Sodio.

B ' :‘k‘—'-1,130

F55 E s 2.40 A a 0,89

2.40 x 0,89 2.10

50 °/. 6 a 8.33

2,10 °/. 8.33 = 0.25

0,25 x 2 x 10 a 5 mg. fio.

Cuadro N91

LIfUIDO MÉTODO DE WATSON USANDO CtOKURO FERHICO
DUOB‘NAL

55. de urobilina ic
l 5.80 6.10
2 3.20 2.30
3 4 3.60
4 4.70 5.60
5 6.20 6.06
6 _318 3.24

Comparación de un método que determina el urobilinógeno y
urobilina al estado de urobilinógeno (método de Wataon): con
otro que los determina el estado de urobilina.
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Se han hecho una serie de criticas ae todos loa métodos

que utilizan la reacción de Khrlich.hay una seria de sustancias

que interfieren en la reacción: dan color rojo la tripaflavina,

el indol, la aCFLÍIBVIQu.la hematina reducida, el toiueno,

beacidina. fenilhidracina, fenil-metil-pirrazolona. Dancolor

anaranjado: el indicáa, la urea, al triptáfaac, la aoetona.

mcrfina. ulcanfor, novocaina, ncosalversan, antiperina. glioo­

cola, aaparagnia. alanina, ácido aulfanílico. El escatol y el ¿ci­

do glicooólico dan color 32:1. Las proteinas y derivados protei­

cos dan color qua varía del rogizo al naranja violeta. La pre­

sencia de albúmina y mucus. dificulta la extracción del pigmento

ocasionando pérdidas considera lea. En las pruebas de recupera­

ción, con el método de Watson ae han obtenido pérdidas de has­

ta un 30 fi debido a las extracciones. Siendo además un método

largo y engorroso se han descripto otros, más sencillos, que

suprinen la extracción etérea. Pero debido a que de este modo,

intervienen una seria de compuestos que dan la reacción de

Hhrlich, estos métodos dan resultados muyabultadoa.

Se aconseja adoptar el método basado en La fluorescenoia

pues:

1°- Las suatancias que interfieren en el métodode fluorescencia,

son muchasmenos que lu que interfieren en la reacción de

Ehrlioh.

20- La urobilina según Watson. se transforma especialmente en
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meaabiliviclina y sapronigriua, que no son Eluor acentos,

por la tanto producirïan ua arre: en menos. Bastex y ¿sa

paz García(21). Comparanio loa 2 mítcdou comprueban que el

Ge Watson da valoren más altas, “uoapeúhándoae que exista

un producto parásito, que aumente los rosul*adcs".Cuanáo

las urobilinae son elevadas la difatencia de los valoro.

obtmlicca, por Los de: métodos, es muy pequüña. iüúiCanáo

as! que lc formación de moaobiliviulina y oopronigrina es

reducida. Conviene par lo tonto valorar los dos pi¿müntua

al cotauo de urobilina.

ggggggn del trabajo gorsogggefectgggo

Hemoscomparado métodos que dossn el urobilinógeno y uro­

bilinn, a1 autado de urobilinógono. (Método de Wet-on) con

otros que los úoean al estado de urobilina (Cuota: y López

Garcia; Boyer).

Comprobamoo1a inutilidad de la neutralizaoión con ácido

clorhídrico. que aconesaa Boyer. despuís ¿o filtra: la bi­

lie oxidada con percloruro; ya que los roaulzados obtenido.

son casi iguales.

Entre lea métodoaque ¿caen el urobilinógeno y urobilina

el estado de urobilina, comparamosel método de Royor, adap­

tado al fctózetro con el do Caatex y López García; recomen­

damoseste último, puesto que eI Oxidante utilizado no dea­

trnyo la urobilina; con la Ventaja que no se producen fonó­

monos de adnorción como en el método primero.

Aconaodamoe,finalnente doaar 109 pigmentos a1 estado do

urobilina y no de urobilinógeno.
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4°- ACIDOS BILIARES

En la b1115 humana, y en 10 de 100 animales se encuentran

o1ertoa 601000. llamados ácidos b111area. cuya estructura ea­

td r01001onada, 1nt1m0mentocon la/ggligterina. Normalnante

ae enouantra de 6 a B g.*/oo de líquido duodenal.

31110 A n 3 a 4 3 00.00101 °/rn

B I 8 a ll

C a 1.5 a 2.5

según Ch1ray y Marootte (22).

Cuny div1de a 100 ácidos b111ares en 5 series.

I) Ser1e 00161100 comprando 01 ácido 00161100 (tr10x10014n100)

y sus der1Vadoe más 1mp0rtant00 que son el 60160 31100061100

(el ácido 00141100 unido n 10 311000010) y 01 tauro 061100

(es el ícido 00161100unido a la taurina).

II) Sor10 000011061100. B1 ácido d000x1061100 ea 01 d1ox1001fi­

n100, se halla en la b1110 humanabajo la fbrna de ¿0160 00­

101n100. Pertenece a esta aer1o el 60100 h1051100061100. en

la b1110 del cerdo; el ácido antropodenoxiodl100, en la b111a

humana; y 01 ácido tauroquenoodlioo en la b111a del pato.

III) Ser10 11t00611oa. Comprendo 01 60100 11t0061100. 0 mono­

ox1ooldn100, que existe en la b111a humana.

IV) Ser1e 1000061100 comprende las 601000 y f0000611000.

hallados en la b111s de {0000 y moraaa.

V) Serio de 100 ¿tarea del sgggggl. Parooen tener un parentes­

00 con 100 acidos b111area; han sido hallados en la b1110 de

algunos p1051oat0n100.
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Se han practicado diversos métodos para caracterizar

los ácidos biliares. Basándose que disminuyen la tensión ou­

parficinl dc loa líquicoo en los qua se hallan disueltoa,hay

una serie de reaccionea.P0r ej. la que ufiliza flor de azu­

fre, que cae al fondo dal recipiente cuando aa copolvorea un

liquido que contiene ácidos biliares (Reacción dc Hay). Tam­

bién sc han usado métodos eatnlagnonétricoa.

Las reacciones quimicaa, que oe han utilizado para ca­

racterizarlos con muynumerosas y generalmente modificaciones

de ln Pattenkofer, que utiliza 2/3 partes del volumeninicial

de ácido sulfúrico, vigilando que la temperatura no paco do

50°; luego se añade II o III gotas de azúcar de caña 20 1.30

desarrolla un color rojo violáceo. Hay, cin embargo, muchas

sustancias que son oupacna de enmascarar la reaccion. Se pue­

den citar la albúminauncina, pigmentosbiliares colesterina

lecitinn, aminoácidos, ácidos grasos. etc. Las albúminaa,mu­

cinan y piglentoa biliaron puedenser aeparadande la bilis en

forma completa. Las dos primeras coagulando con alcohol 95°:

loa pigmentos defeoando con salen de plomo.

Se ha modificado la reacción de Pettcnkofer reemplazando

el ácido sulfúrico por otros ácido- (6cido clorhídrico,foot6­

rico) y el azúcar dc caña o furfurol por otras sustancia­

(vainilllna).

TécniCH de C251 {2}).2 cc bilia + 0.5 cc solución acuosado
acetato de {lomo 20 fl + 7.5 alcohol 95° mezclar y filtrar.
a l cn3 filtrado + 0,5 cc furfurcl 1 fi 4 3.5 ácido foafórico

n 1.71. Se hacen una serie de testigos: I) 0,20 g fi de áci­
do colálico en alcohol 80°. II) 0,10 e fi. III) 0,05 g fi. IV)
0,025 etc. Se tratan igual que el filtrado. So lleva a B.M.
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hirvionte durante 5 minutos. Se enfría y completa a 10 con
ácido acético glacial. Compararal oolorílatro con ol testigo
quo se assnnjs mía.
7‘ .
" %-x10 a ¿cido oolfilioo por litro.

II);13‘5'

III) {5: 2,5

IV) 3%; 1,25

La técnica de Cunyfué una de las primeras en dar resul­

tados prfioticosg tiene sin embargoel inoonyoniento del casta.

Por eso Etcheverry (24) trató de aprovoohsr 1a reacción

de Ville y Derrisn, que rssulta en un mátodo más económico y

més fácil.

Método de Etcheveggz.

3 om3bilis + fi acetato de plomo 20 fi 4“ 7.50 ds alcohol

etílico 95°. Agitar. Filtrar. Al sn3 de la solución alcohóli­

ca, agregar 1 on3 de vainillinn 2 fi 4 8 de acido sulfúrico 50%

+ 2 6 3 gotas de acetato de plomo. Calentar a B.M. hirvients

durante 8 minutos. Enfriar, centrifugar. Se les con cuba de

¡odio y con filtro S 57.

Se ensayo el método de Etcheverry en la forma aconsejado

por su autor, utilizando el colorinstro y 5 testigos de ¿oido

oolálioo de distintas concentraciones. Los resultados son en

general satisfactorios aunqueen ocasiones los tintes resul­

tan poco comparables.

Intentamos después una adaptación a lecturas fotomstrioas,

obteniéndose son distintas testigos 1a siguiente curva.
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En las ordenadau se representan ol fi de luz transmitida

y on laa aboiaaa la concentración que correspondería a una

bilis tratada en 1a forma original. propunata por Etohnvo­

try. Puede notaree que no eo cumple la ley de Lambert - Bear;

o sea que laa extincionen. no son proporcionalea a las con­

centraciones cuando se compara contra agua.

Segúnresulta de 1mculparaoidn entre las extincionon y

concentraciones:

con. Ext.

0.250 o/oo - 0.138 '
n12. 0.12

0,500 - 0,300
D11. 0.12

-
D12. 0.12

1,000 - 0,545
D11. 0012

1-250 - 0,665 ¡

Pero resultan proporcionales si se descuenta un valor

de 0,065 a cada extinción. Foto valor en la absorción corros­

pendiente a el color desarrollado por ln reacción Vainillina­

¿oido sulfúrico.

Contod: la ley ae cumplohasta llegar u concentraciones

de 0,300 g de ¿oido coldlioo por 1000; equitalontoa a 1.500 g.

da eolálioo en bilis. En adelante la curva en empírica y po­

co exacta.

Por este motivo convienndiluir las bilis hasta obtener

lectura gun correspondan u los limites en que 1mley sa camp

ple.

Cálculo AI 2,06.

E- l . so/00
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Se probaron dos clanes de vainillinng notándoae que pa­

ra una mismaconcentración, resultados diferentea.(cundro 8).

Cuadro 8

VAINILLINARIEDEL v.DgL prs

1.071 1,097

0,921 0,854

0.783 0.699

Agonneddndoae,que al cambiar de Vainillinn hay que ha­

cer una nueva curVa.

Pudo notarse también que la extinción aumenta. al finlan­

tar la concentración de vninillina (cuadro 9) pero resultan­

do, la más conveniente 1a de 2 fi aconsejada por Etohevnrny.

Cuadro 9

VAINILLIHA 2 fi VáINILLINA 4 fi VAINILLINA 8%

1.045 1,25c 1.359

0,886 0,939 0.961

0.733 0,796 0,865

0.559 0,678 0.708

E1 aunanto en la concentración de ácido sulfúrico, aulan­

ta iguallcnte la coloración, pero sin ventajas, pues un eses

exclusionns dond. la ley ao cumplo en forma menos exacta. La

concentración óptima ea de 50 fi.

Con ¿oido sulfúrico al 25 %no se obtiene casi colocación.
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Cuadro 10

504112 75 fi 50432 50 x

Extinción Extincionea

na. de 3,030 1.699

2.651 0,796

1.921 0,688

1.319 0.569

También ae probó el tiempo de calentamiento, dando dife­

renciaa apreciables:

Cuadro 11
Extinción E

Lectura inmediata Lectura a las 24 horas

Calentando 2 m s 6.268 0.658

1° 4 m 8 00444 00699

6 m a 0.585 0.678

8 n z 0,658 ño796

10 n z 0...6? 0.854

12 m . 0,699 0.921
Otro cano

Calentando 4 Ü B 00456 00699

6 - 0.585 0-745

3 3 00620 00721

10 I 0.638 00770

12 I 00658 0.796

Comose obnerva,con el tiempo no intensifica el colorgde

tal modoqua conviene leer en seguida.

As! por ejemplo el cálculo de la concodartas
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Alos 8 minutos - (620 - 65) x 2.06 n 1.14 5 °/.o

n loa 12 minutos a (650 - 65) x 2,05 a 1,26

d nos un 10 fi en g¿g por cuatro minutos E¿g de calentamiento.

Por estos motivos, 99512353adoptar un tiempo de calenta­

miento, ocho minutas como aconseja Etcheverry. CONVIEREdiluir

la. bilis y leer en seguida.

Reuniondel trabaio ¡arsenal efectuado

1°) Probamos la tdcnioa de Cuny que da buenos rennltadoa pe­

ro tiene el inconveniente de ser costosa.

2°) Ensayanoa el matado de Etchaverry en la torna aconsejadn

por su autor. utilizando el oclorinstro, con resultados gane­

ralmonto natiarnotorioo, ai binn los tintos obtenidos a voces

resultan, pooo comparables.

3°) Intentamos una adaptaoidn ño este metodo al totthntro de

Pultuoh.

4") Conel fin ¿a "Standardriaar" le reacción y ñetndinr 126

condicional de variabilidad de la intenmidad de colar, compa­

ramos distintas marcany oonomtracionea de Vainillinnag hici­

noo variar asimismo 1a oonomntraoifin de} ¿cido sulfúrico, y

probamos diferantoo tiempos de calentamianto.

5°) De lo exprcaado llegamos a 1a oonolvoidn que oonviano adop­

tar un tiampo de oalantamionto determinado. diluir 1a bilis y

leer on seguida. Hay que tendr presento que cada marca de vai­

nillinn, que ao utilice, roqniero el trazado de una nuBVaour"

va-teotigo.
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5° - COLESTEROL

Las caterinas. que comprendenlas zocsterinaa que ce encuen­

tran en el organismoanimal, y 1a ritoatcrinaa, en los vegeta­

les, tienen una estructura muycomplicada. Sue moleculas con­

tienen 4 anillos de carbono hidrogenadcs, de los cuales Varios

son anilloo de ciclohcxanc.

La colesterina, en la estarian mejor estudiada, la cual en

parto formandoestereo, se encuentra en casi todos los órganos.

y abunda especialmente en ol oncétalo, y en ol tejido nervioso.

Loa cálculos biliares. la contienen en muchacantidad.

un alcohol monovalento, bien criatalizado, dpticamanto

activo.

sobre su estructura han trabnaadc mucho, windaua y wicland.

La fórmula de constitución es la siguiente:

cn (c113) 032 ca cn cn (Hg)22 2

cab OH.

La oolesterina tiene 8 €tcmca de carbono. asimétricocs de

modoque existen varios isdmoroaz la isocolaaterins. aloololec­



tarima, metaooleatorinu, pseudooolesterinu.

Los uÉtcduspara dosificar al colesterol en la bilis, tro­

pczubtn con el inoonmoniante dc que las catracciones clorofdr»

mica: o etdreas, arrastraban bilirrubina, que luego daba un

tirote parásito que molestaba y hasta impedía la comparación

colorimátrioe. Por este motivo Deulofcu y Bavio utilizan el

yeso, que absorbe la bilirrubina y no el colesterol.

Conlos fotdnotroc y iotocoloriletros este inconveniente

no existo. La dificultad reside on estabilizar el color, lo

que parece conseguirse agregando además del anhídrido. ácido

acético (mátodo de Sohonhoiner). Se probe ol método colorind­

trioo de Boulofou y Espinal Bavio, que es el que recomendamos.

Reactivos:

1°) Solución concentrada madre dc colesterol: 0,16 3 en 100 co
de cloroi'omo puro.

2°) Solucionas testigos: a) Se dilugen 5 oc.de solución N° l
madre hasta 100 oc. de olprofornoa B) Se diluyen lO oo.
a 100 cl3 de cloroformo.

3°) Solución de hidróxido de sodio al 30 fe.
4°) Clorotorno, éter sulfúrico, ¿cido sulfúrico y anhídrido

acético y yeso do Paris.

A unos 5 oc. de yeno de Furia, colocados en un Vnno do unos
20 co. se añaden 2 oo. de líquido de condado duodenal y se
mezclan bien. ?e añade “.3 cc. de OHÜa30 fl y ss meaclu nupva­
mantc.8n ooloon el vaso en una estufa a 105 - llO° y se seca du­
ralte una hora. Se ozou bien, y se pulVGriza; se pasa el polvo
e un extractor de los empleados comunmente,realizando la ez­
traccidn con éter sulfúrico durante 90 minutos.

Se evapora luego sl ¿ter a baja temperatura. el residuo se
diuuelve en clorotorno, llevando en una probeta a 5 oo. Se afia­
de 1 co. de anhídrido acético y 0.2 de acido sulfúrico concen­
trado. Agitar y realizar lo lectura colorimfitrioa a las 15 mi­
autos.

Los testigos su preparan tomando 5 co. de oads soluoidh ti­
po y procediendo en la misas torna.
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Para el testigo I sl olloulo en:

%' x 0.0004 I g x 1000 n a "/oo de colesterol

donde. T a testigo

D - desconocido.

d o dilución clorordrndca del desconocido para 1 oo,

de líquido duodenel.

Para al testigo 2 substituir 0.0004 por 0,0008.ms
Esmas aplicado el mltodo ds Deuloteu y Espinal navío, que

es el que roca-andenes por los buenos resultados obtenidos.
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APENDICE

Alyggiga1 Encina. Análisis cualitativo

l volumen de bilis 4 2 volumen alcohol acético 20 fi. Pre­

oipite: Convienecentrifugar a alta Velocidad. para que el

liquido ecbrenadantc quede lihpidos en este liquido ee donde

ae encuentra la albúmina.

Se trata con Acido trioloroacótico y se observa si hay

enturbianiento.

El precipitado que contiene la mucina se disuech en hi­

dróxido de sodio, o en agua. Y ae puede efectuar algunas de

las siguientes reacciones para reconocer a dicha proteína.

a) Probar su solubilidad en los diaolventes ordinarios. b) Reac­

ción de Millon, o) Disolver una pequeña cantidad en OHNay ha­

cer la prueba del biuret. d) hervir con 10 a 25 cc de agua e

la que se agrega 5 cc. de HCLdiluido hasta que le eolución

se vuelva marrón. Enfrier. alcaliniaar con OHKsólido y pro­

bar.oon reactivo de Benediot. La Encina es considerada como

una ¡luce proteina y el grupo oarbohidrato en la molócula,

que ee separado de la porción proteica con el ácido es recc­

nooido por la reducción de Benedict.

Normalmentela bilis no contiene albúmina, ni mucina.

Se probaron bilis normales y patológicae, encontrándose

albúminaen bilis de fístula.
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Sensibilidad del mátodo para la albúmina.

(Resultado

2 oo bilis 4 4 0008100h01 acético 4 0.5 suero l fl E 4 +

" v n 4"" " v 40.2 " 1%É44
w n " 4"" w " ¿0.1 " 1%244

n n n 4 n n w u 4 0.5 n 150 É 4 4

n w v 4"" H " 40.5 " 15...; +

Sensibilidad para la muoina.

l ooobilia 4.0.5 oo solución do saliva 4 3 oo alcohol aodtioo.

Resultado

solución 1 fi saliva C * ¿

- 1 fio " É 4

" l (A,ü E nosaüw

Rgaunsnz

Utilizamos el ndtodo de Ran. para inVeetignr cualitativa­

monto la albúmina y mucina, on el liquido duodenal invnnti­

¿ando sus limites de sensibilidad.



RESUMEN Y CONCLUSIONES

1°) So hace una descripción del condujo duodenal.

2°) En lo que respecta a la determinacion do la Bilirrubina.

Hemoscomparado el mdtodo de diazotaoidh propuesto por Castel

Lopes Baroia y Zelasco, aplicdndolo a lc bilis con un mltodc

de oxidación; y con uno colorimdtrioc. (Mbulengrecht).

3°) Controlamoa los resultados del matado de Jendranaik y Grot.

oompardndolocon los anteriores.

4°) Probamos los métodos de malloy y Evelyn -de diazotaoidn y

oxidacidn- y los comparamos.

5°) Aconnedamoedoaar la bilirrubina en bilis, para un ndtodc

dc oxidación, -al estado de biliverdina.­

Recomendamosel método da axiaacidn de Malloy y Evelyn, quo

una agua oxigenada, cxidante que no destruye el pigmento.

6°) En lo que respecta a 1a determinacifin da urobtlina compara­

mos métodos que donan los pigmentos al eatadc de urobilindseno

(Watson). con otros que lo donan al estado de urobilina (Boyer;

Gasto: y Lopez Garcia).

7°) Recomendamosal método dc Caatex y Lopes Garcia, (solamen­

te utilizable con al nefolónotro - fdïnreacfmatro de Zeiss);

punato que oe evitan las pérdidas por adsorción, y la destruc­

ción de 1a urobilina.

8°) AeonseJanoa, doaar los pigmentos al estado de urobilina.

9°) Probamos la técnica de Cuny. para la determinación de dciGOa

biliares, que da buenos resultados poro ce costosa.

10°) Enoayamoael notado de Etcheverry utilizando el cclcrínetro.

y lo adaptamos al toÉÍnLtro de Pulfrich.



11°) Hicimosvnriar los componentesde la reacción, y llaga­

m03 a la conclusión de que conviene adoptar un tiempo de ca­

lentamiento detorminndo,diluir las bilis, y leer cn seguida.

Cuando ec cambia de marca de vainillina hay que confeccionar

una nueva curva-testigo.

12°) Probamos el método de Deulofcu, y navío para el dosaje del

colesterol. aplicado a la oolorinstrín; que ee el que roccnnn­

damos, por los resultados obtenidos.

13°) Intoatigamoa cualitatiVancnte la presencia de albúmina y

nnoina, y doterminamoásu limito de sensibilidad.

////
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