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Resumen de tesis

Aplicacién de resinas de intercambio idnico al andlisis

de orina.
e —
por:
Roberto Mario Scaglia

Tesis para optar al titulo de Dookoxr en QuimicCue
o]
(orientdeién Quimica Analdtiea)

padrino de tesis: Doctor Ventura Morera.
Parte General

En el presente trabajo se ha revisado la bibliograffa e-
xistente sobre las aplicaciones bioldgicas de las resinas inter=-

cambiadoras de iones, especialmente las que se refieren a san-

gre y orina.

Parte Experimental

Se ensayd la técnica de Sullmann para determinacidn de
bases totales en diferentes muestras de orina, habiéndose en-

contrado resultados reproducibles.

Se valoraron las bases totales por dicha técnica en orinas
de personas normales sometidas a dietas acidificantes, alcalizan

tes y mixtas.

En personas normales con dietas acidificantes se obtuvie-

ron cifras comprendidas entre 192 y 238 meq/lt. (7,68-=9,52 grs.
HONa/1%.).

En personas normales sometidas a dietas alcalizantes se

obtuvieron cifras comprendidas entre 358,6 y 388 meq/1t.(13,34-

i:;eév~cié’7gf/ff ‘”.[“s



15,52 grs.HONa/lt.).

En Dersonas nOI’males con dietas mixtas se obtuvierom oi-—
fras comprendidas entre 294 y 326 meq/lt. (11,76-13,04 grs.
HONa/lt.).

También se determinaron bases totales por el mismo método
en orina de diabéticos. Sobre trece orinas de diabéticos sin
cuerpos cetdénicos se ha encontrado un valor mfnimo de 100 meq/1t.
(4 grs.HONa/1t.) y un médximo de 340 meq/lt. (13,6 grs.HONa/1lt.).

En el andlisis de treinta y dos muestras de orina de dia-

béticos conteniendo cuerpos ceténicos se ha observads un valer
minimo de 92 meq/1t. (3,68 grs.HONa/lt.) y un méximo de 280 meq/lt.
(11,20 grs.HONa/1t.).

Se realizaron también algunos ensayos aislados para tratar
de separar entre si los cuerpos ceténicos en orina. Los ensayos
cualitativos realizados revelan en la mayoria de los casos (sie=
te sobre nueve) una fijacién del d4cido acetoacético, & de sus

compuestos por la resina empleada.

Estos dltimos resultados muestran una interesante via para

estudios futuros.=-
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El objeto del prcsente trabajo, fué estudiar algunas
aplicaciones précticas de reainas intcroambiadoras de iones,
@ loe anflisie corriontes de orina.

EZn dicho 1{quido orgénico, la aplicacién de estas re-
sinas, resulta particularmente interesante en cioertas determi-
nacionen, tales como la estimacifn ds boses totales. A este
d1timo tipo de vsloraciones, hemos prestado preferente aten-
cién.

Estas $éonicas pueden vamvién resultar de interés, pe~
ra separacidn de cuerpeos coténicos, 0 ds mezcias d¢ aminodcidos
en casos especiales.

Pueden tamcien tener especaial interés en determinacio-
nes toxicol8gicas, para la separacidn de alcaloides y metales
téxicus, contribuyendo aaf{ a su purificacién y posterior recono-
cimiento.

Con respecto a la compusioidn, obtencidn, propiedades
y naturuleza del proceso de intercambio iénico de las reeinas,
puede consultarse el tradajo de tesis de Ana Cotollo(l) donde
ealtos temas han sido tratados coa todo detalle.

Bibliograties

(1) - COTELLO Ana: Reninas sintéticas interoumbiadoras de iones.
Preparacién 4o resinas intercambiadoras de
oaviones con materias primas nacionales. Te~
816 1950, F.CeE.Fs ¥y N. do Buenos .\ires.-
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KL desarrollo do las apliocaciones dioquimicas de las
resinas de intercumbio y sustancias relacionadas oon ellas,
da en cierta medida una base para lu aplicacién de estos agep
%es on medieina,

El dg¢sarrollo de membrenas plisticas semi permeablos
por la Ionies Inc., de Jamdridge, Hassachusetss, fué do gran
importancia por su aplicmoidn econdmioa, istas resinas de in-
fercambio 4énico en forma de membrani, permiten en combinge
oién oon la energfa eléctrica, 1la dosionizacién de aguas salo=
bres & precios que permiten su aplicacién prdosica.

El funoionumiento de estos sistemas, 68 menos costose
que la usual destilacién y conlemsacién y permitiria a vastas
dreas del mundo, ahora virtualmente inhabitabless, ser converw
tidas en ousis artificiales,

La evidents semejansa de¢ estas memdrunas con a;uellas
do similar importancia, en biologfa, sugiere un zran desarro=
1le future paura el estudio en investigaociones bioldzicas y
médicas fundumentales, Una aplicacién posible serfa la reali-
sacidn de rifionss artificinles, Poirfa también,oconsiderarso la
posible oreacidn de un tracto gastro=intestinal artificial en
base a estas resinas, Como se ve, ¢l futuro se presenta brie-
llante en la apliecacién de mombranas formadas por resinas do
intercumbio iénico.

Otro nuevo é importante desurrollo, e3 6l do la famie
1ia de los polfmeros basados en la niiroquinonaz, que intereap



bian electrones.

En genersl, los mecanismos ensimdticos, pueden ser
considerados como sistemas transportadores en la transfersnoia
de olectrones, in la actuslidad se dispone de resinas que fa=
cilitan las reacciones de oxidacién=reduccién.

Ds los primeros eafusrzos de Harold Casasidy de la
Universidad de Yale en eate campo, surgieron aplicaciones in=-
dustriales y nédicas, 5S¢ demostrd modiante estas experiencias
la transferencia de protones (tranaferencia del ién hidrSge~
M)o

La transfercnoia proténica en la medicina se aplica
en el tratumiento de Yloeras y en el uso de intercambiadores
aniénicosj similarmente, la extraccién de sodio por medio de
intervambisiores catidnicos, representu otra aplicacidn deo
transferencia proténieca,

Los dioquimicos estdr estudiando el uso de filme
de 03t0s polimeros "ocede=elcctrones®, como modielos pars el o=
feoto de potencianles redox sobre humores transportados & tree
vés de membrunmas y para el estudio de las fuersas impulsantes
implieadas en el tramnsports do los mismos.

Z1 presente y futuro uso médico de las resinas,
deade ol punto de, vista del actual oonocimiento bioquimioco,se
orienta, en prinoipio, a la necesidad de tener en cuenta mate=
riales de intercambio solubles § insoludles, asi ocomo la carac-
terfatica de quecladores ("chelators®") de los intercumbiadores
de iones, ya sean aolubles § insolubles,
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La administracidn orel de resinas de intercumbie
para la modifiocacidn biogquinica del $recto gastro-intestinal,
tiene su ocorolario en ol uso parenteral de productos quimiocos
intercambiadores de iones solubles,

En base a nuestros conocimientos sobre uses bioqui-
micos, de las resinas de intercambio iénico, ciertos efectos
perjudi~iales de las rcsinas de intercambio iénico, pueden ser
relacionados con la eliminacién de suetancius del metabolismo
normel. Asf en la aplicaciém de intercumbiadores de cationes,
para la eliminucién Je solio, se produce tumbien la eliminaoién
del potasio, puesto que ¢l intercambiador actfa frente a ambos

on igual forma,

Las posibilidades para oresr nuevus resinus son
virtualmente ilixditadas, lscientementey Lroser y lautsch
(1951)(1’. han copolimerisado estireno y metilfeoforbidogsion=
do el ¥ltimo un producto quimico de degrudacidn de la olerofi~
lae En la misma forma se trata de copolimerizar estiremo oem el
ester dibencflico de lu protoporfirina (derivudo c¢e un prolucso
de degredacidn de la hemoglobina),

Ho es posidble por ahora, predecir aplicaoiones de
talea unidades poliméricus, pussto que eatan formadas por monde
meres naturales y s8intétio0os.=

Dibligzratiss
(1) = B:O3ER We y LAUTICH ¥W., Naturwissenschaften, 2083
38, 1951,
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VI T A M I KR A S

Las custancias intercumdiudoras do iones han sncontra=
do oonsiderable aplicacién en el fraccionamiento de las vitae
minas tanto naturales oomo sintéticas. Este fracoionamiento
e8 roalizado a menudo oomo una etapa en la concentraocilén o
sepuracién do una determinada vitamina en partiocular. Zl in-
tercanbio 4énico puede servir también como un medio puru la
eliminaoién de ciertas sustancias que acompaiian & lus vites
minas en su estado natural y que interfieren de una u otra
manera en lu valoracién de las vituminas.

La aplicacién do los procesos de intercumbio iénioco,
estd basada frecucntemente en el carfoter iénico, ya sea de
las vitaminas § de sus impureszas., !in emburgo, en oiertos os=
808 6l materisl de intercambio 1énico, parece funcionar selo
como un adserbente, puesto gue el material usparentemente ade
sorbido ea de cardoter no iénico.

Ll uso de materiales de intercumbio en la purificacién
de vitaminas liposolubles, depende mucho més de un fenfmeno
de adsoroidn, que de intercumbio iénioco.

La separacién de las impuresas de una vitamina puede
involucrar, ya sea intercumbiaderes aniénicos § oatidnicos,
8 amboe & la veze. Si una vitamina es fijada por un intercam=
biador 18nico, micntras que las impurezas no 1o son, o 1o
son 5010 parolalmente, puede efectuarse su purificscilne
Cuando las impurczus acompaiian a dicha vitamina en la f4je~
cifn, ambas pueden ser sepuradas sl estén prcesentes en dife=-
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rentes extractos, en una columns de intercambiador. La sepa=
rucién mecdnica de estos extractos y la elusidn por separa=
do de ambos, llevarf a los resultudoes deseados. Una elusién
diferenoia@ por 1la cuuzl lavitamina y las impurezas son o=
lufdus, en diferentes proporoiones, puede mer efectiva en
lu purificacién de la vitamina, cuando ambae han sido fija=
das en el aente de intercambio. Aquf, un cluycnte selcoti-
vo y el oontrol de las condiciones de trabajo, tales ocomo
temperatura, velocidad de pasaje, concentracifn del eluyen-
te y pH, ha demostrado ser de importancia decisiva.

En los prim ros perfodos de investigacién en el
complejo de vitamina B, lea procedimiontoe de se aracién
por precipitaciln, filtreoidn y lavado, y métedos similares
fueron pronto recmplazados por adsoroién en tierra de¢ "Fu=
ller® (#indaus y col., 1932)(1). Con el desarrollo del oono-
cimiento en ente campo, ae supo que la adeoroién del comple-
Jo B en los silicatos nuturales era dcbido por 1o menos pare
oialmente, al fendmeno de intercembio oatidnioco.

Eetas primeras observaciones condujeron l8gica~
mente a la aplicucién de resinas de intereambio catiénico pe~
ra estos propéeitos.

il uso de un proceso de intercaubio 18nico en el
campo de la qufmioca de lus vitaminas, fué dado a conocer per
primera vez, por Cerecedo y sus oolaboradoree(2'3'4). El ma~
terial de intercambio 48nico usado en eete trab:jo fué "Dee
oplao”, unu zeolits artificial (silicato de sodio y aluminio).

Recientemente, el advcnimiento de los .gentes de



interoumbio 1énice orgénicos sintéticos, ya sean aniénicos §
catilnicoe, ha 1llrvudo a muy extensas apliocaciones de esto ma-
terial en el campo do las vitaminac. Hay aln muchos temas on
los cuales estos mauteriales tan §tiles pucden encontrar apli-
¢.ucidn adicional.

Cualquier vitamina formaendo una unidad catiénioa
o8 sepsruda do una soluocién de pH apropiado, por um intercam=
biador do cationes y similarmente cualquier vitamina formane
do un anién, bajo condiociones adecuadus, es separada por un
intercambiador de aniones.

Ademfs de la tiamina, entre lac vitaminas, que
presumiblemente pucden experimentar intercambio catiénico,es~
tén 1a colina, piridoxina, piridoxamina, piridoxal. Sélo para
la piridoxina han apareocido informes cobre trabajos de inter-
camblo catiénioco,

Varies de las vitaminas son sufioientemcnte &cidas
para experimentar intercembvio aniénico. Lstan en este grupe el
801d0 ascérbico, 4cido nicotfnico, biotina, &cido peminchen=
zoico, fcide félico y compuestoe relacionados a &ste y los
éstorees 8cicos del Tosférico o pirofosférico de algunas vita-
minuse Zste §itimo grupo incluirf{z los Ssteres de la ridofla~
vina'®), par1aoxal’®), piridozaminal’*®, 1nos1tod? y tiami-
nn(lo). Aquf otra ves se ha sacado ventaja del proceso de in-
tercambio 18nico en relativamente pocos casos.

Alizunas do las vitaminas pueden cxistir, en mfs
de una forma quimica, en sus fuentes naturales o afin en prepa=
raciones farmacfuticas. Ejemples de ostas son la oxistencia do

Lt
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tiamina, en su forma dilulfuro(ll)y los éstcres fosféricos
de fsta, riboflavina y sus éstores, los miembres del grupo
de la Vitsmina Bgy dcid0s agodrbicos y deshidroaseérbicoes,
inositol y sus datores y 4cido pantosénico y pantotonol(lz).

Debido a que estas formas difierern en su cardoter
1énico,el interoambio iénico ofrecerfa una base prictica pa=~
ra lu separacidn. Fl uso de intercambio iénico para este prg
péeito estd adn poco estudiade.

Ziszinas Kl uso de un proceso de intercambio iéni-
00, para la separioidn de esta viiamina, de sus impuresas,
presentes en su fuente natural, fué dado a conocer en 1937
por Corecedo y sus ayudantes (2,3,4 loc.0it.) = es una etapa
en la separucidn do Tiamina de la odscara de arros, levadura
y germen do trigo = desarrollaron un método estandarigzado de
anflisis para tiamina, en ¢l cual, la purificaocién por intere
canbio catidnico, tiems gram importaneta(l3+14),

El reemplizo do lus arcillas,por la zeolita sintéti-
oa "Decalso", en la investigacidn de tiamina por el métedo
del tioocromo, condujo a un notuble adelanto en la seguridad
de este prooooc(ls’IS). Jebido a la gran seleotividad del prg
0es0 do intercambio idnico, Melnick y Fiold(ls) han
d0 que el "Decalso" .ctivade, es efectivo em la preparucidn
de materiales bioldgicos, para la investigzacién de tiamina por
un nfsodo oolorimétrico, en el cual ol rcactivo 0s p=anino=
acetofenona diazotaday

encont¥ra=

Recientemente, ciertas résinas sintétiocas, de in-
tercambio catifnico, han demosatrado fijar tiamina de sus
soluciones y liberarla cuundo son tratadas con soluciones



salinas acuosas § acidos dilu(doa‘17’ 18, 19).

S54n embargo, hay una muyor cxpcriencia en el uso
de "Decalso" para este proceso, no 80lo oon aoluciones puras
de tiamina, sino también oon extractos ue product;s nature-
les. "Decalso" tion~ gran afinidad con la tiamina, la fija
oasi cuantitétivamente en presencia de oires cationes, ou=-
yas concentraeciones pueden ser 10’ veces la de la tiamina.

Herr (1945)(17). utilizando los prinoipios de ade-
soroién oromatogrifica € intercambio catifnico, separé tie=
mina de ribofisvinie La fltima molécula no puede actuar oo=
mo un oatidn y por lo tanto es separsda do la tiamina. Para
propésitos pricticoe el proceso di§ resultades deficientes,
ya que fueron requeridas elevadus concentraciones de £oidos
minerales (30-37%) para lau separacién de la vitamina (tiami-

na de la resina).

W La abeoroién sobre "Decale

80", con la subdbsizuiente elueifn por cloruro de potasio,cas-
liente al 10%, fu propuesto por Scudi y colaboradorss (20’21)
como pas0 preliminar en la determinacién ocolorimétrica do la

Brown y sus oolaboradoroa(zz). usaron "Am.erlie-

to" IB-4 en grado analftico § "lecalso” para eliminar inter=
fercnclas antes de analisar vitamina Bg por el aétodo colo=
rimétrico que cmplea p-aminoacetofenona diazotadae

B

Yitaming ]2t .8 separada en virtud de su maznie
tud molecular mé&s bien que por esu forma 18nica (Pfiffner y
colaboru ores, 1946(23).



Acldo geodrbiges La fijucién de &oido ascérbico

de extractos acuosos al 0,2% provenientes de corteza de no-
gal, fue realizada en 1950 por Klose y oo].aboraloroa(u) mo-
diante el uso de “"Amberlite® IBR=-4 y “"Amberlite" IR=4B, rege~-
neradas oon HCl 2N.

La probubilidad de separncién de vitaminas nutri-
tivas por adsoroidn y por materisles intercambiadores de io=-
nes es real. iAs{ 10 demoastrd Messerli en 1922(25). quién en~-
contré que las rutaus y palomas, alimentadas a dieta de arros
pelado, desarrollaron una avitaminosis més ripida y mfe seve-
ra, que #i se hublera afiadido carbén o ocaolin a la dieta.

Melniok y colaboradores (1945)(26). extendieron
ectos estudios al ser humano y encontraron que mientras la
tierra de "Fuller®” redujo m.roadamente ls disponibilidad de
tiamina, el caolfn no interfirié oon la utilizscién do este
fuctore-
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A M 1 X O A C I D O S

La mezcla de aminofcidos libres, o derivados de
bajo peso molecular (péptidou, €steres de fosfatos, etc.) que
se ~ncuentran en sistemas biolégiccs, o humores del ouerpo hy
maro, dializados de tejidos, § hidrulizades de proteinas,pue-
den ser parcial o completamente separados en sus componsntes
conctituyentes por diversos meadioss distribucién a contra co-
rriecnte ionoforesis, cromatosraffa en pupel y finalmente por
intercambio 18nico.

Las nuevas resinas sintéticas de intercambio 18-
nioo disponibles comeroialmente, en virtud de su gran capacie
dad de intercaubio, elta estabilidad quimica, zran poder de
resolucién, y 1la potencialidaud de ser sintetisadas con proe
pledades esp. cfficas de intercambio, han demostrsdo, en gone=
ral, ser superiores a lus seolitus irorginicas, tierras dlane
qQu @dus u Sxidos metilicos en la sepu.rucidn de mezoles de amie
nofoidos.

Hay tres tipos de aminofuidozs bisicosj incluyep
do arginina, histidina, lisina y quizfs triptofanoj Scidos
como el glutimico y aspirticeo y finalmento 108 neutros comeo
la glicina, slanina y valina. Las car.oter{stioas de acides
8 basicidud detorminarfan la poaible reaccién con resinas a=
niénicas y catifnicas, pero otras caracterfeticas pueden s~
tar comprometidqs en las reacciones de adsorcién directa.los
aninofclions aromiticos tiroeina, triptéfuno y fenilalanina de-
ben considerarse como un grupo en la consideracién del fend-
meno de@ adsorcién relavivo a los aminofoidose
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Los aminodcidoe puedon ser sepurades de hidrolie
sados de protefnas y preparaciones similares por una diversi=
dad de materialoes. Whitehorn (1923)‘1). enoontré quo con "Perw
mutita®, seolita sintétioa de oilolo @sodio (ailicato de sodie
¥ eluminio),poirfan ser separadas arginina, liasina y algo de
hiastidina. También poseen un poder similar, "Decalso" (Kele
son y colab, 1946)(2) ¥ "Siliocagel" (Schramm y Primosigh,1944)
(3). Adends do las seolitas inorgdnicas, tam!ién se desempe-
fia efectivamente en la adsoroiln de aminodciios bdsicos (Ackere
mamn y Fachs, 1936)(‘). el reactive de "Lloyd", Otra clase ge=
neral de materiales para sep:racién de aminofcides bdesicos sen
los 8xidos metflicos. Por o)., &xido de aluminio pare lus se=
paraciones do aminodcidos basicoe de soluciones nsutras, Wielaund
(1942)‘5’0

ook (1943-1945)(5'7). J 7reudenberg y colabora=
dores (19%2)(8’. aplicaron a 1la separucidn de aminodoidos bl
8iocos las rcsinas de intercambio catidnioo. A purtir de sus
ocbeervaciones estos invoatigadores desarrolliron una téonioca
para el fracoionmmiento de aminefcidos an tres gruposs les
acfdi:03, retenidos por las resinas de intercambio anidnico}
los bdsicos, roctenidos por las resinas de intercambio cas$id-
nico y los neutros que no serfan retenidos por ningdn tipe
de resinas do intorcambio,

Tambidn Tiselius, Drake y Hagdan’®’,aesarrolie-
ron una téonioca siwilar para 1lu aseparaecién de aminodciios. De
oste modo, €8 evidente, que los intercambiadores y agentes
adsorbentes oxtraon los aminodcidos bisicos y deidos 4o sus

soluciones,
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Segfn SQmuoleon(lo). oon el si: tema propuesto
por Tiselius, Druke y Hagdahl, se obtienen resultados muy
satisfactorios desde el punto de vista analftico.

En 1949, Winter y Kunin(ll) propusieron un mé=
todo para l: separacién de amino8cidos en hidrolizados de
protefnas, medi.nte ¢l empleo de resinas intercambiaioras
de iones (Amberlite IR=4B, TiC-50= y IRA=400). Nediante esta
técnica se obticne la separacién de los aminodcidos dicarbo=
xf14cos (glutinico y amplrtico) y de otros uminofcidos come
la arginina, lisina & histidina.

Como un factor de ocomplicacidn para considerar
en la aplicacién de estas resinas y agentes adsorbentes on
medicina, es conocido el hecho de que los aminofcidos aromée
ticos pueden sur extrufdos por carbén activado y que clertas
resinas de intercambio cutidnico pueten ser esprci{ficas con
rospecto a un det: rminudo aminodoido como el triptofanc(Rur=
ba y colaborudores, 1943)‘12).

Las rcsinas para sromatosrarfa de aminedcidos,
deben ser de partfculas muy pequeilas (200-400 mallas) y tener,
ademds, una altu Oapacidad de intcroamdbio. istos son requisi=
tos indispensubles para una buena sepsracién de 1os aminedci=
dos.

Las resinas disponibles, los fabricantecs, y el tie
po y cupucidad cde interocambio, han @ido reunidos por Kunin y
Kyers (1950)(13)0
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La aplicacién de sromatozrafia en "oolumnas de inter-
oambio 18nico", para li separacién de mesclas de derivados del
§cido nucleico, se debe a la necesidad de estas soparaciones,en
inveastigaciones conoernicntes con la biosintesis y comporte=
miento qufmico de los foidos nmuocleicos. Es un traslado dirsote
de los principios desarrollados por Tompkins, Khym y cOhn(l)
en sus primeres trabajos en la separs:oién do los radioisotopos
producidos en la fisién, por medios de intercambio iénico. los
d1tinos productos deo la divieién del uranio, fueron separados
efeotivamente, mediinte una elusidn difercncial, aprovechando
la formscién do complejos entre estos y ciertos anicnes orgé=
nicos multivalentes, dependiendo esto directamente del pH.. su
ves so modificarf la cargs neta do los iones elufdos.

En les nuoleftidos y en compuestos similares deriva=
dos del 4cice fosférico § iones orghnicos, que posesn varias
constantes de disocluoién £cidas, la carga neta puede ser in-
fluenciada por el pH en forma similar. La aplicacién do este
principio en intercambic 18nico, ha llewvudo desde su introduo=
cién en 1949(2). s algunos desocubrimientos bioquimicos muy sig-
nificativus.

El trifosfato de adenosina (ATr), uno de los més po=
derosos compuestes de fosfato potonoial eonocido, so prepara
por un procaso simplificundo, en el gus @9 emplea intercambio
18nico (Polis y Neyerhof, 1941)(3). Bl ATP #8 obtenido come
sal afdica, libre de trasae contaminantes do metales pesados,
por intereambie entre uma resina catiénica, en ¢iclo s0dio y
la solucién de ATP, conteniendo metales pesados. iieiler y Mare
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%in (1952)(4) han usado resinas de intercambio en la separacidn
directa de trifosfato de adenosina, de extractos complejos y re=-

lativamente crudose.

Smith y Wender (1948)(,). han descripto un método
para la separacién de pequeiias cantidades de xantina y guanina.
Este se realiza por absoroién de xantina y guanins a pH 4cido
Y la siguiente extraccién de la xantina por elusidn. No se ha
demostrado que estos intercuambiadores de cationes, tengsn efeo~
tos sobre mezclas complejas do purinas y pirimidinas, pero ee=
tos trabajos han indicado que la absoroién puede ser factible.

Cohn y sus colaboradores (1950 a.b,1951)‘6’7'8'9).
han realizade investigaciones sobrs la aplicacién de materiales
intercambiadores de iones en la separzcién de dorivu.doas del &-
cido nuoleico de la levadura. La téonicae empleada ooneiste, en
la hidrélisis del 4cido ribonucleioe, eliminacién de &oido sul-
firico y la mayor parte de la guanina, mfe loe fosfatos inorgh-
nicos, por neutralizacién con hidréxido de bario. Sigue luego
la separacién de la adenins, guanina y de dos nucleéticos piri-
midfnicoe, por absorcién sobre un intercembiador aniénico de
tipo buse fuerte y subsiguiente elusién 4cida, y finalmente la
oristalizuocién o precipitucibén de cada uno de 1los nucleétidos
pirimidinicos, en la poroién del efluente que corresponda.

La aplicucién de este proceso, en la preparacién de
los &cidos uridflico y citidflico, no da como resultado un pro-
ducto altamente purificado, si bien es de uso més prédctico.

in gencral, la téenica de Cohn, puede ser aplicada
tanto a la separacién de desoxiribonucleotidos ocmo a la de
ribonucledtidos (Hurst y colaboradores, 1951; Sinsheiner y
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Keerner, 19513 Volkin y colaboraderss, 1951)(10’11'12).

En muestro pafs so han realizudo varios trubajos de
interés biolégice oon la aplicacidn do resinas de intercambio }3+14

Los jugos intestinales contisnen Yyuclessas y mucleo=
xidasas, Por su sotividad, los 4cidos mucleices son dogradades
en nucleftidos, nuolefxidos y finalmento en purinas, pirimidie
nus y asdcares, Podrfa suceder que ciertas resinas de intercam=
bio aniénico do $ipo base fuerte y algunas do intercambie catsid=
nico de tipo £cide fuerte, puedan alterar la absercién de deri-
vados del &cido nucleieco en el traoto gastro-intestinale~ 84
oourriera 0sto, €8s poco probadle que sobrevinie:an afeotos pere
Judi:iales, ya que el cuerpo humuno puede sintetisar las puri=-
nas y piridinas y es por lo tanto indapendiente de fusntos exé-

aonase

Ko obotante, este punto no estf enteramente aclarado
y podrfan producirse situicioncs olfnicas, en que los adsorben~
tes intestinalos, interferirfan con sl ansbolismo dol £oido mu~
oleicOe~
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Las resinas de intercambio se aplican eneste tema, prin-
oipalmente, a la purificacilén (dosmineralizacifn) de solucio-

nes de azflcares.

Los asflicares son electrolitos muy débiles y tienen poca
0 ninguna tendencia a reaccionar iénicamente con la forma sa~
lina de los interocanbiadores idnicos. La fijacién en un inter-
cambiador aniénico, por atracoién iénice, puede efectuarse por
uno de estos varios caminoss

1) Por el uso de una resina de intercambio aniénico, base
fuerte, en forma OH; haciendo de la etapa de absorcién, un pro-
ces0 esencialmente de neutralisacién, en el cusl 1. formacién
de agua, aot@a oomo la fuersa impulsante.

2) Inorementundo la ionizacidn de los sacdmidos a través
do la formaoién de complejos acfdaicos.

3) Agregando o0 sustituyendo grupos ionizables en la molé=
culae

4) También, es posible, la adsoroién deo carbohidratos ne=
turales o sustitufdos, con intercambiadores i6nicoes poliestiré-
nicos. Puede ser ascentuada por fuerzas no idnicas, (por ej.,
interaccionea 1én=dipolo o fuersas de Van d.ﬁ Yaalas), por sol-
ventes menos polares,

1 - 08 € o 810§ X 4 GEIRU A B ¢
gnidnicos en su formg OHY Loa grupos alcohélicos de los asfos=
res son 8cidos muy débiles, sus constantes de ionizaaién son
tan pequeflas (glucosa 6,6 x 16'13; lactosa 6,1 x 1d'13). que

DAQC *)e . N
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su absoroién de soluciones acuosas como §cidos libres, por las
resinas de intercambio 1énico, ocurre solamente, cuando éstas
estdn en forma de base libre (R=0H).

Esta reacoién fué observada primero en pfooonoa de
deaionizacién(l) de los asficares reductores. Inmediatamente se
dieron a conocer trabajos sobre las complicaciones en la inter-
pretacién de resultados analiticoa(2'3'4'5). ocasionadas peor
la retencién de azfcares reductores, por resinas en forma de
base libre (R=0H). Aungue en un principio esta reaccién pare-
cfa tener posibilidades de aplicacién en el estudio de las se~
paraciones de carbohidratos, se vié lue:0 que sucederfan degra=
daciones y transformaciones de los azicares, mientras ellos
permaneciesen en contacto con el intercambiador base fuerte.~
Dado que los azicares disusltes en soluciones alcalinas, expe=
rimentan cambios radicales, no sorpronde ¢ue ogurran reacciones
entre el intercam:iiador y el azfcar (un iatercambiador en la
forma OH es equivilente a una solucidn de una base fuerte
6=8N) o

Debe hacerse notar, sin embargo, que las resinas
base d48bil, tal como "FPermutita W* § "imberlite IR-45",pueden
ser usadas sin dificultades en soluciones de azfcares para
simples proceses de desionimaoiln, iste $ipo de intercambiador,
afn usado en forma de base libre, tiene una baja concentracién
de 16n hidréxido (anflogo al NHJ) ¥y por lo tanto no retiene e
reacciona quimicamente con los azdcares reductorss en grade
signifiocativo.

- ple jos c (] g $ Muchos sa~
clridos reaccionan con &cido bdrico, molfbdico y tdngstico, e
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con les 8xidos de antimonio y arsénico para formar ocomple jos
en 108 cuasles eatf comprendida una ostructura de tipo quele=
t.(‘)
con compuestos carbonflicos, para formar sales de un &cido fuer-
te (R=CHO + asd; - 3-03(03)80-3 )« Huchos de 10s productos

de estas reacciones son sustanciac ionizubles y se adaptarfan

« Es un proceso bien conocido, la reaccién del bisulfite

@& preparaciones con los intercambiadores iénicos en forma de
sal.

3iguen easta regla, unidades moleculares del tipo
glucosa - 1 = fosfato, La molécula es un £cido fuerte con una
alta capacidad de intercambio aniénico (Mc Cready y Hessid,
1964)(7). La glucosa=l=fosfato, es seguidamente elufda con £1-
cald 4ébil y separ:da del elufdo como lu sal dipotdsica criste~
1ina} la relativa facilidad de preparsoién de estos productes
usando resinas de intercambio, ha hecho posible la realizaocidén
de muchas investigaciones bioquimicas, de otra manera necesa~
riamente diferidas, a causa de la eascases del produoto quimico
puro.

3 -« 400408 dea pora produgir grupos funcioer
den lonisablegt La determinacién do peses mol:culares de po-
lisacéridos, gque tienen grupee finales reductores, fué hecha
por Iabell(a) con u.cl‘u maroado. Un carbono extraordinario
oomo el c14. conienido en el grupo carboxflico, fué agregado a
oada grupo reductor. La radiocactividad fija d4 una medida direo-
ta del nfmero de grupos finales, de los cualea fué caloulado Ji
peso moleculare. Por pasaje de la mezola reaccionante a través
de une columna de intercambio anidnico, el material no reaccio=
nante pasé sin ser absorbido, micntras que todos 1oz polisack-



ridos con grupos carboxflicos, fueron retenidos y subsiguiento-
mente recuperados en forma purs.

4 - e 8nicas d 8 )
Sorganbiadores 4fnicegs Strain 9 on su rescfia de sistenas cre-
matogrificos, seflala que las fuersas adsorbentes en un inter-
cambiador, pucden ser muy complejas. Las simplos fuersas 1éni-
casy, aparentemente implicsdas en un sistems de solventes, pueden
ser recmplazadas en importancia por fucrsas ién-dipolo, dipolo-
dipolo § fuerzas de Yan der Wwals, en sivtemas con solventes me-
nos polarese
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Se han propuesto muchos procesos para la purificae~
cidn y estucio de virun(l). Las téonicas basadas en las resinas
de intercambio 1énico constituyen otro progreso en la solucién
de 108 problemas propios do este tema.

Recientemente, la informacién obtenida del estudio
de la interacecidn virue-intercambiador iénico, ha proporcionade
algunos interesuntes d:talles, de la relacién de los virus oon
sus oflulas anfitrionas.

El uso de resinas de interouambio en la purifiocucién
de virus ha sejuido dos caminoss el primero empleado por Nidller
(1950)(2). congist{a en la eliminacién de impurezas nitroa‘nap
das do los virus neurotrépicos. Las impurezas son retenidas en
un inte:cambiuior de cationes de tipo carboxflico "Amberlite
XBE=64%, mientras que el virus queda en cl afluente., Ll sezgundo
produce directamente la absorcifn de un virus deantro de un in-
tercumbiador i8nico. Lo Grippe 11950)(3). usé una resina de in=-
tercambio aniénico de tipo dase fuerte y con esta pudo extraer
el virus de la poliomiclitis de las heces humanas y el virus de
Theiler de luo heces de los ratonese. La extracoién de virus fué
casl cuantitativa. Se utiliz aproximsdwsence un 20% de resina
"Amberlite XE-67® para extraer el virus de las heces humanas.

Este trabsjo tienc gran importancis para la aplice-
¢ién de resinas de intercambio en medicina.La adsorcifn de los
virus por las partfculas de resina transformarfa & estos en neo
infecciosos,.



Es evidentemente aoonse jable el uso de estas resi-
nas como una medida de profilaxis, contra cualguier tipo deo
virus de enfermedud conooida, que tione entrada dentro del
ouerpe humano a travfsdel tracto gastro=intestinal., L1 virus
de la poliomielitis sigue este trayecto dentro del cuerpe
humano. 5in embargo, por el momento, este pPoocesd, es de di-
f1011 aplicacién prfotica, debido a su aspecto cuantitative.
Fn el futuro se crearfén indudablemente ruevos tipos ce resie
nas con crecicnte cupucidad y especificided,

Puede afln considerarse la probubilidud de que la re=
duceidn de la poreiln de viruc infeccioso, mediunte su eli=
ninzci8n con reeinas, pueda compromcter el balance de fuerw
zas invisoras y de mecanicmos de dcfensas del cuerpo, perw
mitiendo el inmedianto triunfo del virus :itacante,

Miiller y Rou“). han desoripto un método para l. r‘
pida concentracidn y purifiozcién parcial del virus de la
influensa,utilizando rescinas intercumbiadoras de iones.
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BACTERTIAS
Intergaabio ifuice por oflulas mjorodbianass Con anteriorided

& 1940, varios investigadores, haubfan demostrado que las célu~
las bacterianas, poseen por lo general una oarga eléctrica ne-
gativa y h.bfan descripto lue combinaciones iéniocus con bacte-
rias, coro un fenfmeno de adsorcién. iiecien en sse aiio, Mo Ca=-
llao(l), comprob$ el proceso de intercambio 1énico en bacte=
rias y 1o describi$ como similar a lus reacciones de intercum-
bio bdsico, de otras sustancies celoidales. Lo demostré por
cuatro métodos utilizando una bucteria comin la Lscherichia
coli., Z8tos métodos fueron: 1) Saturacién de las células, con
16n hidrégenoy livado del exceso de &cido libre de las células
saturadas y titulecién del H' adsorbido con hidréxido de cal-
ofoc. 2) Medicién colorimétrica de la adsorcidn de azul de me=-
tileno y el efecto de diversos cationes en este proceso.- 3)
Reemplazo de los iones Mg adsorbidos por otros cationes. 4)
Adsoreifn del cloruro de mercuric y su reemplazo como medida
de la actividad de la célulae

Mo Calla colould por la fijucién de H' que habfa e=

8 centros de adsorcidn uctivos on cada célu-

proximadamsnte 10
la bacteriana. Ln un estudio posterior de ests proccso, Mo Ce=
lla ¥y Faltz(z) describieron isotermas t{picas de adsoroidn po~

ra la fijacidn de H* y de diferentes cationes de colorantes.

La capacidad que pr«sentun algunas especies de bao-
terias, de lisurse a determinmndos cutionecs, cetf dade en la
tabla siguliente. L03 valores dados concucrdun dentro Je la mis~
ma nagnitud, adn cuando fueron utilizadog diferentes organis=

mos y procesos en estos estudios.~
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Capacidad de Adgoreién de diferenges Bacterius

Sustancia
Basterisg __ gdsorbida
Asrobacter aerogenes oristal vio-
leta
" " Jdicramina
Azotobacter Chrooso- Cristal vioe
ocum leta
Baoillus bellus cristal vioe
10"80
Bacillus subtilis u*
Clostridium sporo- ):
gene
Corynebacteriux Cristal vio-
siuplex leta
Lecheyiohia coll r*

Hycobacterium tuber-
culosis

Rhizobium meliloti

Rhodospirillum
rubrum

Salmonella pullo~-
rum

Serratia marcescens

Staphyleococous
aurens

Azul metileno
sicramina
Nioramina

B#
Cristal vio=

leta

Cristal vio=-
leta

dicramina
H+

(x)
Pi jacién
mog,(!gg ) Referencias
102 Harris (3)
41 Terayama (4)
44 Harris (3)
106 Mo Callss y Clark
(5)
57 Harris y Mo Callas
(6)
55 Harris y Me Calla
(6)
109 o Calla y Clark .
(5)
25 Harries y e Calla
(6)
38 kic Calla (1)
22 Terayama (4)
18 Teraysma (4)
) § Hurris y lic Calla
(6)
110 Harris (3)
72 dazries (3)
28 Terayana (4)
78 o calla (7)

(x) Las capucidades estén expresadas como meq de sustancia udsorbide

por 100 gramos de bacteria secas
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En el pasado, se 418 amplia difusibn a las lle~
madas teorfas “f{sicas" y "quimicaa® de la combinaciéa de
10s colores con las aeflulas dacterianas.

Con respcoto a estas teorfas del mecanisme de
tinoién, Dubon‘a). diccs "La larga controversia exiastente en-
tre loe proponentes 40 las teorfas ffsica y quimica, ha per-
dido mucho de su siznificadc, puesto que se ha verificado,que
los fendmenos de¢ quimica de coloides, estén gobernades per
las mismas fuerzaes que operan en la quimica do las solucio=
nesy 8010 modificadas en parte, puesto que ¢llos tienen lu-
g€ar en superficies”.

5S¢ ha demostrado, con varios colorantes oconunes,la
presencia de interosmbio 18nico,en el tefiido do las células
bacterianas. Mo Gnll.(l)probl. que el asul do metileno, mues-
tra tipicos fenémenos de intercambio con las eflulas bacte=
rianas. La adsoreién de 10s iones de oristal violeta § hidrd-
geno por los mis:os "oentros®, fu sugerido por Mo Calla y
CInrk(s). La influencia de fones H' sobre el tefildo, se de=
be en sazte ous0y a2 una “"competencia” directa por los centros
de adsoroién, o reemplszo de 1los iones de colorante ya ad-
sorbidoas.

Harrlu(g) midié la adsoroidn por bacterias, 4o una
serie de colorantes derivados del fluorano, que posefan dife-
rentes grados de ionizaecién aofdica para diversos valores de
pH y sugiri§ que las defiocientes propiedades de tefitdo do los
colorantes &cidos, eran debidas a las oargas negativas simi-
lares, llevadus por la bacteria y el anién del colorante.



Se demostré, que lu mayor adserecién de coloruntes
Soidos de la serie de las sulfonftalefnas tiene lugar, cuando
las condicio:es son tules, que ls carga eléctrica ea "menos"
negativt(lo). Se logré una disminuoién en el potencial supere-
fiocial de la célula por les siguientes mcdioss 1) dajendoc el
pH do los buffers d¢ suspensilnj 2) agregando cationes de me=
tales pesados 0 agentes de superficie catidnica activaj 3)
aumentando la concentracién iénica de los buffers.

Las medidas elcetroforéticas de la ocarga superfi-
cial bdacterian:, estén en relacién con la fijs0cién de 10s colo=
rantes foidos.

1) Apliopcidn al estudie biogul T Dorganiapness

En el £1timo cuarto de siglo, se han hecho grandes avances,en
el estudio de la fisiologfa bacteriana. los adelantos en el co=
nocimiento de la genética de loe microorganismos, la variedad
de los requerimientes de orecimiento, la morfologfa unicelular
y muchos otros aspectos hacen do las bdacterias un valioso au~
xiliar pare el bioguimico.

Los problemas biequimicos relucionados con las buo=
terias, s0on esencialmente l0s mismos que 86 cncuentran en otros
organianos vivientes. Por 0110 deben espararse numerosas apli-
osciones del imtercambio 1énico en la meparucidén y purificacién
de compuestos especf{ficos; aminodcidos, péptidos, protefnas,
nucleoproteinas y otros componentes de lam células bactorie-
nasy que han aido aislados Junto con muchos otros preoductos
finales ¢ intecrmediarios del metudboliamo wmicrobiane, incluyende
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alooholes, fcidos orgfinicos, antibilticos y otras sustancias.

Las técnicus de separacién son 8nicas para ouda
compueste en particular. Como ejemplo de la amplia eplicaocién
de los intercambiadores iénicos, pusde mcnoionarse, que duran~
te ol perfodo 1951-1954, fueron publicadas més de cincuenta ip
ve.,tigucionce, relacionadas con 1os compuestos nitrogenados,
as0ciandos a 105 miorooganismos y ocon el uso de reainas de in-
tercambio en su sepsraciln.

2) 3uuso ep )p prep.recifn de mediogt Un estudio de 10s ele-

mentos inorginicos requeridos por los mieroorganismos es difi-
cil de realiszar, por el hecho de gque sole mfnimas cantidades
de eslem-ntos esenciules, satisfacen las nccesidades de muchas
bacteriase. Varios investigadores han usado resinas de inter-
cambio 1énico en la preparacién de mediovse

wobh(ll'lz). oon el fin de preparar un medie com=
plejo deficicnte en Mg, pasd soluciones de peptona, a través
de resinas de intercambio,para eliminar los cationes libres,
Una técnic. similar fue empleada por Rochford y uandlo(13) y
Walkcr(14).

Donald, Passey y l'nhy(ls) probaron 38 mftedes pe=
ra eliminar trasas de minerales y encontraron que la alfmina
era efiolente para ciertos cationese No se hicierea oomparacio-
nos con resinas de intercambio sintéticas, las que aotuarfen
nds eficientemente en este caso.

La téonica desarrollada por Mo Leed y Snnll(ls).
ofrece upprocedimienio relativamente simple, que tiene unas



e}l =

eantidad do aplicacioncs §tiles. Demostraron gue el crecimien-
to de ciertas bacterias del Soido ldotioco, bajo ocircunstansias
favorables en un madio complejo, puede eliminar oompletamente,
truzas de sustanoluis csenclales para el erecimiento de 0103 oOr=
ganismos. Bste mftodo, fué empleado em la proparacién do medios,
para el estudio de los raquerimientos minerales del leuccnostee
mesenteroides, atreptoccocus fuecalis y uma cantidad de la es=
pecie lactebacillus,

(1937) 17 demostraron la sdeoroifn in vitre de Escherichis oeld,
Clostridium welchit y Lactobacilus acidephilus por caolfn, reuo=
tivo de Lloyd's, carbon.to de osloio, hidréxido de aluminio y
aulfato de bario. Fl carbén extraje eficazmente ol Leaoidophi-
lus, pero no afacté aignificativamente a la Esch.coli y al Clost,
welchii. Ia impresidn general dada por esos autores, es que las
alteruoiones en la fleru intestimal, producidas por la adminise
trucién de ugentes inertes particulares, no ca dediia a la ade
soroién de oflulas bdacterianas,

Reodentemente, Hartin y sus oolaborndotno(la). in-

tontaren obtener resultados cuantitativos em la adsoroidn de
bacterias por resinas. Se usaron las bacterias mis comunmpente
asocisdas con trastornos gastrointestinales, en un plan experie
mental, en que porciones alfcuotas de "caldos” de cultive de
16 a 24 horas de las mismus, fucron azisados con el adsorbente



durante dos horas a 37°C, filtrados, medidos turbidimétri-
camente y comparados oon controles adecuados. =n la tabla
siguiento se dan los resultudes obsenidos (ver hoja adjunta)

La tabla iniica que el silicato de aluminio ¥y
sodlo, fué cl agente mds efectivo entre los probudos para la
eliminacién de baocterias, La resinma de intercambio aniénioo
fud s0lo lovemente efectiva a las mds altas conoentraciones.

Mientras que el significado terapéutico de la
adsoreidn de bactorias, por estos ugentes partioulares, es
disoutible, en vista del enorme nimcro de bacterias en el
tracto gastrointestinal, la eliminicién de toxinas baoteria=
nas y la alteraoién de la flora del intestino por este agente
es indiescutible. . raafladt 1923°p)douostr6 el efecto neutrae
lizante que tenfa el caclin sobre toxinas y productos téxie
cos de bacterias patézenasSu. téonica implicabu el sratade
de cultivos, centrifugando y luego inyeccién del lfjuido so=-
brenadante a 103 animales en experimentacién,

El éxito oitenido mediante el uso do ocsolfn
en ol tratamiento del célera asidtico, disenteria bacilar,
enteritis aguda, tifoidea, intoxicacién por ocarne y botuliase
mo, se ha explicado como debido a la adsorcién de toxinas
por esto. El caolfn se combina con toximas y productos téxi-
cos de Vibrio cholerae, Bacilius dysonteriae (Shiga), B.
enteriditis, B..diph theriac, B.botulimis, B.Syphosus, B.
paratyphosus B y parece combinarse con productos téxioos
de las bdacterias proteol{ticas y putrefactivas.
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'El ocaolfn ocumbié la composiocién ds la flora
bacteriana del intestine, de una preiominantemente proteo~
1{tica, a una ac{dica., Breafladt usé, también, caolin en el
tratuaiento de trestornos gastrointestinales, en pacientos
tuberouleses oon marcado éxito. En 1950 Moss y lartln(zo)
ostudiaron la adsorcién do toxinas bacterianas por materia-
les inertes particulares. Las conclusiones de este trabajo
iniicaron 1la necesidad del ueo do agentes de adsoroién mfl-
tiples, ya que ningén material aisladamente, tuve capacidad
Sptima en 10s virios cigtemas estudisdos.

El efecto producido por cualquisr agente de
intercumbin o adsorcidn dado, o por cualquicr combinaciéa
do estos serd miltiple, pero seguird tres caminos goneraless
1) hadrd oliminacién de océlulas baoterianasj 2) los produo=
tos quimicos $éxicos elaborados por las bagterias serdn ade
serbidos & absorbidos; 3) la composicién del contenido inSes=~
tinal serd modificada com la resultante alteracién em el a=
limento disponidble para el dosarxolle baoteriano, !ato tonde—
rd a alterar la [lora bactoriana. Purece probuble que el ueo
contimio de intercambiadores y azontes adsordbentes, modifique
la flora intestinal, y yue en gencral, ¢l ocambio serd desde
un tipo proteolftico a uno aofdico.

Zibliozragiss
(1) = MC CALLA, T.Me JeBaoteriol., 23314Q, 1940,
(2) = MC OW,T.M. h 4 POLTZ.V.D..M&. Aoad. 3010 Tmm.'

461 44, 1941l.=
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(3) = HARRIS, J.0.y J.Bacteriol., 6491§), 1951,

(4) = TERAYANA,H,,Aroh.Biechen.and Biophys.,55130, 1954.

(5) = MC CALLA,T.M. y CLARK,P.E,yStain %Technol.,95118, 1941,

(6) = HARRIS,J,0, y MC OALLA,T.M.,J.Bacteriol.,57:6}, 19%51.

(7) = MC CALLA,T.M.,J.Bacteriol.,T75¢4), 1940,

(8) = DUBOS,ReJ.,The Baoterial Oell,Harvard Univ. Press,
Cambridge, Mass., 1945~

(9) = HARRISyJeOeyStain Tochnole,217:24, 1949,
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En los dltimos dies afios se ha desarrollado el use
de materiales de intercambio iénico para lu separsoién y py
rificacidn de antibidticos. Con la aparicién de las resinas
de tipo carbox{lico, se hizo uso en gran escula de las reao=
clones de intercambio en lu industria farmaodutioa, para la
separaoidn de antibidticos partiendo de filtrados de calde
de fermentaoidn.

El uao de intorcimbiadores 18nicos, no ha sido oon=
finado a lu sepirascidn primaria !: an:ibidticos, sino que
se ha extendido tamdién a la meutralizaociédn de soluciones,a
fin de evitar la introdu:ecién de sales inorgéricas, como o=
curre on la neutralizacién convencionalj se ha aplicado tame
bdén a la conversién de una forma ealina a otra (estreptomi-
cina sulfato a cloruro).

Las aplicuciones mds notables de los intercambiado-
res 1énicos, han sido lu produceidn comercial de eztreptomie
cina y neomicina. Letos antividtiocos, no son extrafbles de
caldos de fermentaciénk por ninguno de 1los solventes oomus
nol(l). ElL -endimiento de los primsros procesos fué poure,
pues eran diffciles de realizar pricticumente y ademds 1la
pureza del producto final distiba mucho Je ser la deseada.

Eatrentomioinat El primer proceso pare la soparacién de es=
treptomicina consistid en la adsorcidn del antiviétioo con=
tenido en el culdo filtrado, en carbén aotivido y su posts=
rier elusién por medio del 4ciio metandlioo neuouo(2'3’4’5).
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Se recuperd entre el 30=60% de un producto de baja puresa.

En 1946 Coppook y Short establecicron que los sflico-
aluminates sintéticos oran particularmente dtiles para la se=
paracién de estreptomicina de sus aoluctom(a). Demostraren
que estes agentes, orun mfs eficaces gque el ocarbén en la adsor-
cién d¢ estreptomicina y el preducte obtonido, por elusién,oon
solucidn dilufda de oloruro de s0dio (5%), ecra de mayor puresa,
Una de las dificultades de esto proceso, era que la solucién a
aer absorbida, debfa tener un bajo contenido salino,

Le Page y cnpbou(n. sin embargo, est.blecieron en sus
investigaociones que las seoclitas no demostruron ser mejores queé
el carbdn, para la purificuioifn de estreptemicina,

El uec de interocambiadores catiénicos orginicos, prece=
316, probablemente,el usc do intercambiadores inorgfnicos para
la preparacién de antibiftic:s, En Enero de 1949,Van Dolak,
Christensen y Sholton(a). obtuvieron una patente protegiendo el
uso de intercambisdores outiénicos orgfmicos, para lu purifica=
oifn de estreptomioina y estreptotrioina.

En una patente de Ayerst, Mc Kenna y Harriaon I.tdo(g)

y en otra eencedida a liichardson y Gmtuo), se menciona un
intercambiador catidnico, de tipo fenolsulfénico, pars la puri-
ficaeidn de estreptomicina,

Actualmente se sabe qus las resinas fenolsulfénicas,tee
lea oomo "Amberlite Iii=l00", "Ionac C=200", "Dowex }O" y "Zeo=
Rex", si bien son bwenos adbeorbentes para los antibiéticos b=
sicos, tales como la estreptomicina, no son adaptables para
aplicaciones comerciales, por que su capacidad, as{ ocomo la e~
ficaola en la elusidn son bajase Con el desarrollo de intercam-
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biadores carboxflicos de alta cupacidad, talea como "Amberw

lite IRC=50" y "Permutit 3-10"(11’

12,13,14)

hay resinas dis-

ponibles gque no 30lo poseen alta gapucidad pare fijar estrep-
tomioina, sino también una efiocacia en la elusidn, préctica=~

mente cuantitativa.-

Tipo Capaciiad pa= Agonte

de ra estreptomj de ely o0idn en la

material 2idén,

Resina fenol

formaldehido

sulfonada 10 Ollla ace 30=50

30 o 40

S1licato in= ‘nzl

cambiador 40 OlNa ac, 100

Carbén sulfo 12 ClNa ace, 40=60

nado So‘ﬂzac.. 40

Carbdn 20 Metanol
e!oido—Beo 60=T5.

Tierra de 50 Clorh.de

fuller Piridina ac.30=40

Copolimero de

dciio metaorf

lico y 4

benceno(5%) 600=1500 ClH ac. 100

Copol{mero de §

cddo metaocrflioco

y divinilbenoceno

(10%) 300=800 C1lH ac 100

Kosina ocarbox{e

lica(que se oree

es de tipo feno}

fomaldohido)so—

BooiEaxATAR "F°l50.900 C1H ac 100

Recupera= Poten~ia del pro=

dueto obtenido.

Unddades/m&s

0as100

oca, 50
0a 0100

200-=350

[}

600

600

650
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La potenocia del oclorhidrato de estreptomioina
puro es des 840 uniiadesfage Como se olserva, mediante el em=
pleo de intercumbiudores cutidnicos de tipo carboxflico, se ob~
tiene el producto con una purcsa del 70% partiendo directamente
de los caldos de fermentaoidn.

También se han usado las rosinas de intercambio
1énico en muchas otrua operaciones, tales comos a) meutrelie
sacién de s0luciones para evitayr la adicién de sales al pPro=
dnoto(9’15’16’17); b)elininucién de 1npuro:a-(1a); o) decolo=
racién de soluciones; d) conversién de una sal iénica en otra,
o bien, la conversién de una sal a la base libre del antibiéd-
tic0. Con respecto a ¢ate dltimo punto, LUerk y lnrtoll(lg).
han descripto dos procesos para la conversién del clorhidrate
de dihidroestreptomioina, al oorrespondiente sulfato, por- me=
d10 de una resina de intercambio anidnico del tipo dase fuere
toe=

Lag reacoiones son las sisulentess

( D.B, 3 ‘HOL * 3 R0 eascseseeD B, L 4 33-0103820
é?riolorhidrato de Resina Base libre de Bos&pn
(aihidrooatr.ptonx- base dihidroestrep a.
(cinao tomiocina,
( D X + 1f H 830, cccameee—sD) B 1 & xsao
( H’S 4 Sesquisulfato de
2 dihidroestrepto~

mioina,
(
(3 R=0l , + 3 Na O w=eweswee=s] B=O0H ¢ 3 Cl.Na
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(
ED B, 3 HOl1 + 1 i llzso‘.—-—-—.n 301* 11280‘ +* ) R=0l
2 3 BeCl + 1 § N S0 mmemme 1§ RS0, + 3 C1 Fa.
(

Heomiodnas lignr(ZO). 41 a oonocer un prooeso en el ue em=~
plea un intercambiador catiénioc oarboxflico (por ej. "Amber
lite IRC=50") para lu separucién de neomicina, E1 Oﬁmﬂk s
usado generalmente como ugente de elusidn en una concentra=
cién aproximada del 3,5%., Mediunte el uso del OHFH, como a=
gente eluyente, cl Na y otros iones inorgénicos adsorbdidos

en 1la columna, no son elufios por este. 1l elufdo es luego
concentrado paru eliminar el NH,. 3in embargo, las soluclo-
nes son generalmente coloreadase. Eate dliimo se evita pasan=
do 1la solucién a través de una resina de intercambio anidnioo
del tipo base fuerte, pooo polimerisada (malla ancha) (per
6Je."Amberlite XE=T5") (21).

La neomicina puede ser elufda de "imberlite IRCe
50 con NH, pues s uns buse extremadamente déuil (el pH Ae
los 4 grupos blaicos es 7,8). Las ventajas de lu elusidn oon
NH3 no pueden ser aplicadasa en el proceso de lu estreptomie
oina, pues esta ea un: buse mucho mds fuerte.

Swaxrt, Hutchinson y Wakllal(zz) han descripto

también un método para.la purifiocuciém de neomicina. Los
conoccntredos parciulmente purifiocados son adsorbidoe con
"Decalso” y luezo elufdos fracoionariamente; la mayor parte
de la neomiocina es obtenida en las primeras fraacciones,

Baniciling: [ éxito en la sepuracidn y purificucién de es=
sreptomicina, por medio de resinas de intere:mbio iéniocoe,
incité 1 muchoe inveatigudores a buscur proceesoe andlogos
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aplicahles a la penicilina. 3im embargo, el éxito obtenido
oon lu penicilina, ha sido mucho mds limitido y no se han
desarrollado todivia procedimientos prdeticos, a partir de
ouldos de penicilina.

Martin y Sullivan (1949)(23) han extrufdo penie
cilina, mediante resinas de intercambio aniénico, a purtir
de una solucién de penicilina sédii:a (mezcla comercial),

Loa datos ebtenidos son los sigulentest

Tiompo on con~ PH del filtrado Unidades de Unidcades de pe=-
tacto con la deapués de la penicilina niocilina adaor-

resina (mfn.) experiencia por mil.de bida por Gm.de
- SAdExede. .. ESRARAS e
) § 3,48 850 230,000
5 3,27 340 332,000
10 2,98 250 350,000
20 2,84 300 340,000

El prooeso utilizado fud sl siguientet Se agitan 0,1 grano
de resina de intereambio anidnico, sometido a lavade 4dcide
previo, con 20 ml. de solucidn de penicilina conteniendo
2,000 unidades por ml, La resina se elimina por filtracidn
y o1l filtrado se analiza, Loe resultados de una aerie simie
lar de experiencias ocon penicilina G, se indiican en el oua=~
dro sizuliente:



Tiempo de con~ pH del filtrado Unidudes de Unidades de peni~
tacto oon la depuds de la penicilina oilina adsorbida

resina(min,) experienoia por mil.de por gr.de resina
filsrado
1 3,35 522 296,000
5 3,16 400 320,000
10 3,16 310 338,000
20 3,02 320 336,000

De estos resultados se deduce que la adsorcidén tiene lugar
en grado apreciuble y el equilibrio se alcanza rdpida y fde
cilmente. El intercambisdor de aniones no adsorbid penicilie
na a pH 7=8. Para probur esto la resina tratada con dcido,
90 1.vé con solucién de bicarbonato de sodio O,5M antes de
intentur la absoroidén de penicilina.

Es de interés fijar las condiciones dbajo las
cuales la penicilina puede ser extrafda de la combinacidn
penicilina=resina.=

Extraccion de lu. penic na absorbida en 0,1 ar.de X
3ina gue contenls \ D00 uniduades ds pen i) DX
gr.despues de agitarlas oon 20 ml.de 1la solucién ind
ggﬂsn.cada casgso:

Solucién usada Tiempo de pH del filtra= Por ciento de -~

para la extrag agitacién do despuds de¢ penicilina extrui-
cién de peniej (min,) la expcriencia da de la resinac=

0,01 M HOL 20 2,1 12,0
0.1 M NaHCO3 60 8.7 41.0
0.1 M Na HCO3 120 8.8 ‘1,0
0,05 M NacO3 20 10,3 23,9

0,5 ¥ Na 003 20 10,9 20,2
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Estes resultades indican olaramente, que los
dciios no extraerfan tanta penicilina de la resina, como las
bases. Esto no es inespersdo en vista del:lscho previamento
indicade de gque la resina no adsorbe penicilina a pH T=8,
por ouanto la adsorcién tiene lugar facilmente en soluoiém
‘Oidl .

Martin y colaboradores (1952)'%4) estuataren
1la adsorcidn de an-ibidtiees, por intercambi.dores de oatio=
nes, Seluciones aouosas de peniocilina G,fucron trataidas oon
cantidades variables do resina carboxflica de interc.mbio
catinico, azitando la mescla, a la Semperature ambiente y
vuriando los intervulos de tiempo. En ¢l filtraudo de esta
mezola se determind la penicilina residual, Zem un tieapo
ai{ximo de una hora un gramo de resina extrajo un pooo nfs
de 110,000 unidades de punicilina, de uma soluoién yue con=
tenfa 500.000, Sajo condiiciones similares, la resina sole
extrajo trasas de estreptomicinu, aureomicina y cloromiceti-
na, Cuanio se usé una resina de intercambio ontiénioco de ti-
po sulfénico, se obtuvierom resultados parecidos, sin embare
80, en el caso de penicilina G, se extrajo un 907 indiocandeo
una mayor tendencia para la adaorcién o absorcidn de penicie
lina. Con poaterioridad fracasaron los intentos realizados
para extraer lau penicilina de la resina, por medios quimicocs
(dcidos y bases).=

Zatreptatricing: Hutchinson, iwart y wak.-nn(l) han alsla=
do el antibidtico estreptotricina, producido por el "Strep-
tomycea lavendulae® y em el curso de esta purificacién, el
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antibiftieo presente en filtrados de cultives neutros, se
£136 sobre "Deculso", Para la elusién se procede fracoione=
damente usdndose soluciones do Q1 M, al 104, Luezo las
fraoceiones con mayer potencia son combinadas y purificadas
por otren modios. Kocholuty ¥y Juncv.l.os-ltooholuty‘”) han
deseripto otro métoio de concentracidn y purifioacidn de
estreptotrioina, usando como eluyeat: aoluciones saturadas
de ClRae=
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ARSALOIDZRS

Les aloaloides tienen cardoter bdsico y pueden
por lo tamto utilizarse materiales 4o interoumbdio iénieo
para su extreccién,

Lloyl(l). Ppropuso en una pautente etorgada em 1919,
el uso de silicato de mignesia, como intercambiader, para pu=
rifiecar extractos de alcaloides.

En 1923, visehorn'?) empled una seolita sintétioa.
Servia para separir sales nitrogenadas relativamente fuertes
(pE3 8e3)y de bases débiles y sustancias no bésiozs. Em ba=
90 a estos estudios propuso un método para la estimacién do
adrenalina, en liquides violdgicosa. Poeteriornento(3) desori-
bié un métedo para Jdosar adrenalina en sangre, usilizando sfe
lice como adsorbente y sokné como eluyente,

Uhgoror(4). 1925, estudid la fijucién de diversas
bases nitrogenadas, incluyendo ocinoomina, estricnina y quinie
na, por una seolita cdloica. Zncontré Jue los resultados po-
drian expresarase cuantitutivomente por la acuacidn de adsor-
cién de Preundlioh.

La primora aplicacién de un prooesoe de adsoreidn,
para la obtencidn de ulc.loides, fué hecha por fink (1937)(5,.
quien empled una mescla de cuolfn y asbesto, para la separe=
cdén de los ulculoides de la ~inchopa.

En 1938, Oborst(s). usé una zeolita siantétiea, en
la determinaoién do morfina en orina de udictose
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El desarrolle de intercambiadores orginicos sin-
téticos eatubles, cuyas propledades son bien conociias, ha
despersade gran interés, por la aplicacidn de int=roambic
i8nico, en el e3tuiio de los alonloddes.

Applesweig (1944)(7) y Applesweig y Ronzone(1946)
(8). emplsaron un intercambiador oatidnioco de tipo suldnico,
para la reouperacidn de atropina, ssoopolamina, moriina, to=-
taguinuy quinina y compucatos aimilares. tatuliosz de Suseman
y solavoradores (1945)(9). dieron per resultade el uso de¢
intercambiadores, para ls recuperacién de totaquina, de la
ocorteza de la cinclhnna y escopolamina de la Datura (Estramo=
210) o=

Segdn lo sefiuluron Applesweig y Nachod (1949)‘10).
la buse de 2::ta interaccidn, reside =n la formncién de gran-
deas cuatlones por 103 alcaloides, los cuales una vez adherie
dos al intersambiudor, deben ser exsrafdos por téonica espe=
0iales, implicande la extraceidn con solveniese. Ciertos alea-
loides del curaréd, tales esomo oloruro de d-tuvocururina, han
side obtenides por interoambio, usanio materiales ani&nloo‘ll)o

Reclentemonte, se han realizado una oantidad cem=
siderable ds investigacioncs, eoncaminades a eimplificar la
detorminacién cuantitativa de los aloaloides contenidoa em
sus sales y en preparsciones nedicinzles,

Los métodos convencionales para lu determinacién
de alculolies, comprenden la liverccién del elcaloide de awm
saly ue afinde hH, a la solucién acuosa de esta, luego 8¢ ex=
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$1%0 0l alcaloide ooa un solvantc udecuado, per ejemplo,oclo=
roformo, que ¢8 inmiscible con 320. Lucgo de varias extraoe
siones sucssivae, la solucidn olerofémiecu se luv: con R0
¥ o8 evaporada a seyuadad, El alc:loide 8¢ valora luego nor
titulacién, com £:1do, o per otro medio adecuado.

Rete proceso es tedicso y en su realizaciédn existen
muohas prodbadilidades de error, deivido a las numerogas mamipu=
lacionas. ¥l iantercambio, iénico, ofrece an oambio le posibilie
dad de desurrullar métoios de ensayos simples, y probablemen=
o ads sszurcvae.

rrunsk(lz’ oveervd, yue vuando se pazuba UNA Bolum
ciér de uns droga alcaloidioa en etancl, a través ds una eo=
lumna de¢ sldmir., especialmente praparuda, las materias ocoleran-
tes ¥y los unlones, aran adsorbides y la solucién ie bases aloa=
lof34 ‘23 re:ultinte, casi incolora, poifs sar determinada por
evaporacidn a 3equedud y titulacidn con Scido. Rainox-(ls) y
BJBrling(l‘) han Jesarrollado y mejoradc este mft0doe

Jindrt(ls) usd una resina do intercuniio aniéniooe,
del tipo base débil “Amberlite IR=4B", en lugzar de¢ aliminas,
pura eliminar los aniones, de las soluciones ds sales alcalof=

dicas,

Jindra ¥y Pohorﬁky(ls), realigaron investiguciores

sovre lu determinacidn per imtercuubio iéuico, de los oonteni=
des en alzulolder de corteza de cinchona, riz de ipecacuans,
senillas de nucs vicien, haterva de elladona, hierha hioscianmus
¥y sup preparucicuLsse. Los mdtodos comprenifan la extrmcoidn die-
recta del material, o bien de exsractos acuosos con §ter ¥, §,
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cleoroformo amoniacal, El solvente orginico es evaporado a
sequedad, el re¢asiiwo se disuclve en etanol y So‘l' 7 8¢ pa=
sa & travée de la columna d¢ intercambio aniénico, el efluep
te se titula potenciémdtricamente con ClH. Esse mésode af
resultados anflogcos & los métodos ofioiales.

Baggeagaardi-Ragmusgen, rachs y nundborg(17) han
usads el intercambiador anilnice, del tipo base fuerts "Ame
berlite IRA=400®, para la: detcrminagidn directa de aloaloi=
decy oontanidos cn sus salea, !Mchas de las cules 8loalod=
dicas puras, incluyenido agqusllas de busen fuc:rfos, dieren una
recuporacién mfnima decl 98% del tedrico. Lno sulee de morfina,
dteron resultados bajos, posiblements debido a los grupos fend
11008 presentes en la drogae.

Il error de eatos métodos, reside en (uu 80 BUPe=
ne, jue no hay otras sules prescntes, teales como impuresas en
la sal alcsloidicse Usando un intercambiador anidnico dei. ti=
po base fuorte -aniénico cuaternmario-la titulacién final de=
tcrmina, de hecho, todos los cationes presentcs epn la suse
tanoie y esto. puede ger difecrente, del centeniio on alcaloiw
des, particulurmenie cz compriuidos y prepsracionos galémie
ous (Especfticos).

‘ Para sliminar este error, Seunders, Elworthy ¥y
!1em1n¢‘18), han propucsto un proceso gue involucra dos ete=
pas, que pueden llsvarge a cabe juntas, Ia solucidn de la
sal aloalefdica, se pasu a traevéas de una columna d¢ intercame
biador anidnico, del tipo buse fuerte, que libera los aloae
loides. Estos pasan lusgo a través de una columna de inserw

’
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cambiador oatiénico, del tipe base 4fdil, lende son absor-
bidos, Finalment: son desplasados del megunde intercambiador,
por medio de etamnol, §, metansl sutur:do con amonfaeo anhi=
droe Hl sfluente ez evaporado a sequedad y ¢l alcaloide esti=
mado por un método adecuade. Kl uso de un intercambiador esatié~
nicoy del tipo dcido aévil, para 1la etapa de absorcién es nee
ceaarioy debido a la difioultad de obtencr desplazamientos
cuantitativos, de un interocambiador ocatidénico, del tipe dcido
fuerte.

Achor ¥y Gailing(zo) » han descripto un proceso de

este tipoy, puru lu determihacién de morfina, en plantus, pre-=
paraciones furmacduticas y tejidos aninmmles,

Grant y auty‘a) o han investigudio la soparauciéa

cuantitutiva de morfina y codefna, por intercambio 1énioce,
basados on el hecho, de que el zrupe fendlico do la morfina,
determina que eata Sea ubsorbida por un intercambisder, anidni-
60, del tipo base fuerte, mientres que lu codefna, sim grupos
fonélicos, no es absorbidae
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El uso de materiales de intercambio iénico, en la
purifiocucién de hormonas, no se ha limitado a casos, en que
pueden lograrse las condiciones de equilidbrio adecualdas, pa=
ra el anflisis del elufdo. 3¢ han realizado sepuraciones muy
dtiles Y muchas purificaciones, por medio de adsorbdentes, que
no retienen la moldoula activa, aunjue retienen considerable
cuntidad de prote{nas inertes., Ademds, on su bibliografia se
encuentran procesos, on los cuales los materiales d¢ intercam=
bio 4énico, se han usado para efeotuar sepiraociones groseras,

Por otra purts, se han realisado separuciones bae
salag en procesos de intercambio iénico, con muchos tipos
de adsorbentes diferentes de las resinus, las cuanles tienen
lugur, sea pareial o completamente, por medio de un mecanismo
de intercumbio idnico, & desplazamiento 1énicc. ntre estos
materiales, los varios tipos de polisacdridos modificados,in-
(1,2) y nds tarde de-
sarrollades por varios otros 1nvestigudorul(3"'5). han side
de partioular importuncia y continfan 2iéndolo, en el estudio
de hormonas no estervides.

troducidos por Mo Intire y sus ayudantes

EL ACTH y la hormona melanocita=estimulante (MSH),
en soluoidn de £cido acético 0,1N, son fijadoa por la oxice-
lulosae Pueds efectuarse una rela:iva separuoidn de MSH y
ACTH, por elusién de MJH gon acético 80%(6). que cluye el
ACTH 1nconplotamnnto(7). é bien eluyendo ambus hormonas ocon
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dciio clorhfdrice 0,1N y luego readsorbiendo el ACTH en una

pequefla oantidad de oxicelulona(a).

La hormona del orecimiento y el prolaosin, no son
adsorbidos por la oxicelulosa.

Gran parte de la hormons oxitdcica (pituitaria pose
terior) en solucién de aoético 0,1K, es adsorbida tambien en la
oxicelulosa, pero no ea elufda en cuntidad aprecisble, oon foi=
do clorhfirieo 0.1!‘9) o La hormona tirotrdpica (T.5.H.) en a=
cético 0,1N es irreversiblemente adsordida, pero cuando es trea=
tada ocon el adsorbente en Jcido mfs dilufdo, qucda en el 1f=
quido asobrenadante y por lo tanto puede ser separada del ACTE(IQ)

Otro adsorbente de aplicacidn gene:al es "Amberlie
tte XE=97", La hormona del crecimiento, es adsorbida por este
a pH 5,2 de solucionea buffers que contiemen 127 de solucién
de sulfato de amonio saturado(ll). Bajo eatas ocondiciones, el
ACTH y la hormona folfculo estiuulanie (F.S.H.) y probablemen=
te T3SH, no son adsorbidas, o0 lo son solo lieramsente. Puesto
que la FSH es adsorbida a pH 5,2 4e soluciones buffers dilufe
dus, en ausenoia de suliato de amon10(12’13) ¥ que la TSH
se adsorbe a pH 7,5 de una solucién buffers de fosfato 0,05!‘14).
sexrd posible efectuar una separacidén de estus hormonas, en uma
columna de resina "Amberlitte XE=97", por ajuste apropiado de
las comoentracionss salinas, & del pH del solvents, o bien do
ambos.

La hormona gonodotrdpica de la pituituria anterior,
puede aislarse de la orina, agitando esti con "Permutita® due
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rante varias hores y luezo eluyeado la horwona con hidréxide

de amonio dilufdo (Lojwn.1932)‘15). Eatsman ¥y colaboradoswa(ls)
han realizado una aplicaciédn similar de las téonicas de adsor-
0idn en la preparacién de concentrados 30 horwonas gonodotré=
picas, con potencias de 85,000 U,I,por mge

Hoidonaa(17), halld que puede lograrse una retemcién
completa de la hormona tirotrdpica, conm "Amberlite IRC~50%, en
forma sddica, entre pH 7=8, dado que el comportamiento de la
hormona frente a lu resina, coinciiey oon sl de lasustanoia,
que tienen un punto inoeldotrico cercano a pH 8(18) La TSH
puede eluirse cuuntititivumente del intercambi.dor catiénioo,
con solucidn de cloruro de sodio & caloilo.

Mo Jhan y coluboradoroo(lg). han usado la resina de
intercambio aniénico ‘Amberlite XE=59", en forma de cloruro,
para ooncentrar la IGH, de extractos impuros proveniontes de
la 214ndula pituitaria Ce ovejas. La adsorcién se afectda a
pH 5,8 y la elusidn 2on acetaio de sodlo 3,72%. Ln esta forma
puade eliminarse el 80% de la protefna inerte. Mo Shan y Me=
yor(lz) han purific.do la F3H, presente en 1loa concentrados
anteriores, mediante columnas de "Amderlite XB=97",

La resina de interscambio catiénico "Amberlite RO=
50", se ha empleado ampliamente en la purificacién 4o adrena~
lina y noradrenalina., Ne ucuerdo al procedimiento descoripto
por Bergstrong y annoon(zo), las hormonas son adsorbidas de
soluciones buffer de fosfatos de pH 6,5 y clufdus con HOL di=
lufdoe Paru sepiarurlas de lue protefnas y otras sustancias del
suero, este se pasa a tr.vfs de una pejueila columna de "Ambore

1lite IiiC=50", en forma addicaj la columma se lava con 0lorure
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de 50410 0,24 y luego se eluyem con fcico sulfdrico dilufde,
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El uso de¢ lus resinas de intercambio 18nico, proporoio=
na un nétodo conveniente, para la eliminacién de iones inorgini~
oos de las enaimas. Fstas, en comin con todas las protefnaa,som
may aensibles a lus variaciones 48nicas. Algunos iones pessen un
efeocto activante en la acolén ensimdtica, mientras otros, produe
eéen una murcada inhibiocidn o imactivacidn de 1l.s enzimas, Las
resinas de intercamtio iénico, permitem la pronta eliminacidén
de iones activantes § inhibdidores y su reemplaso Por otros inoe
cuos, § que poseen el efento opuesto.

As{ en el caso de la ensima, hexokinasa, ailslada do oew
rebros de rata, el ién amonio es un activador, miontras que ién
80dio, 7o activa ni inhibe. Durante 1li purificucidn de la ensie
ma, la presencia e amouio, proiice una consideruble &btivaciém,
debido presumiblemente, a lu acoidn enzimftica sobre sustructos
naturales, presontea en el extracto de cerchbro., Por pasaje del
extraedo, que contiene ioncs amoulo, a través do una oolumnz de
"amberlite IKC=50" en forma sdil .a, estos, son roemplazados por
iones sodio y asf se evita la aotivuoién de la onzlnl(l). BEsta
resina también se ha usedo para reemplazar iones potasio y amo=
nio, por sodio, en preparaciones de fosfohexokinusa.~ S50 ha em=
pleado "Amberlite IR-4B" y "“VWofatit N" para reemplszar i0mes,
sulfg;o, por iones acetato, en solucionecs de =-amilasa sali~
var ‘.

La aoncentracién de iones inte ferentes, pueden redu=
oirse a muy bajoes niveles, po.: pusaje a través de columnas de
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interoambio. Cuando se empied como sustracto el trifosfato

de adenosina (A.T.F), purificado por pasaje a través de "Am=

berlite IR=100%, el glutation(3) ¥y la glioinn(4). no ejereiew
ron durante largo tiempo, un efeoto aotivante sobre la miooi-

na adonosintrifosfatana(s).

Aparentemente, ol efecto aotivante de eatos oompues=
tos, reside en su capacidad para eliminar iones metflicos in=
hibidores, normalmente presentes en las preparuciones de ATP,
paro dusentes cn las preparaciones tratadas con resinas,

También se ha usado "Amberlite IR=100" en forma sddi-
ouy para eliminar iones cfpricos de soluciones de la oxidasa
del 4cide asodrbioo(s) y de la tirosinasa(7). Se ha dosarrolla=
do un méiodo para evitar la coagzulacién de li sangre, basado
en la anulacién de lu actividad de la protromitinasa, por eli-
minacién de los 1ones calelo, con "amberlite IB-lOO"(').
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El uso de intercambiadores iénicos en hematologia
ha encontrado miltiples aplicaoioness 3in embargo, muy pocos
trabajos relacionados con la determinaocién de los conatituyen-
tes del plasma y suero, puesden encontrarse en la literutura an-
terior a 1940,

Los intercambiadores 1énicos por eliminacién del
calcio, permiten la recoleccién de eanzre en su estado natural,
sin que cougule. Este prooedimiento, ha fuoilitado grandemen=
te la separuoidn de clementos figuradocs de la san Tre y de oler-
tas fracciones del plasma.

También @0 han aplicado ocon éxito a la separacién
preliminar de otros constituyentes quimicos de lu sangre. Ese
tos se doterminan con mayor precisién una ves usezurada su se-
paracidén do lus sustancias interferentes,

Soazulacidn de Is sangre

Steinberg (1944)(1'2)
el uso de un intercambindor cutiénico, en oicle sodio, on la
extracoién del ocalsio de la sangre, para evitar su coagulacidn.
La extraceidn de o0aloio se llevé a cabo, pisando la eangre &
través do una columna de la resina, 0 por simple mezola de la
resina con la muestra de sangre. Los andlisis indicarom que la
sangre tratada oon resina diferfa significativamente 4o la
singro exalatada en algunos uapectos.

» fué el primero en proponer



Reouento de Hemat{es
(millones/zm3)

Hemozlobina(0m/100cc)

Eritrosedimentacidén
(mm/hora)

Volumen glotular(#%)

Reouento de glépulos
blancos (por am”)

Recuento de plaquetas
(por =)

Tiempo de protroabina
(en segundos)

(x) Resultades obtenidoa con sangre capilar.

'S

NNPOUNHUMF‘_NPUNH“OUM.“\'&U”P

Tratada

‘085
4,76
4,73
4,09
5921
14,80
13,5
12,5
14,5
14,0
3,5
8,0
15,0
37,0
33,0

6250
7400

10500
310000
240000
375000
260000

16,8
24,2
13,6
15,4

Normal
goon reeina 4 oxalatada

4,78
4460
453
4,05
9,00
14,50
13,2
11,6
142
13,5
92
13,5
22,0
32,0
28,5
5200
6700
8800
260000
220000
320000
250000
21,2
25,6
15,4
17,2

(x)
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Usando una resina purificada "Amberlite IR=100%,
Stefanini (1948)(30%+3)
que tal procediniento disninufa la veloocidad de sedimenta=-

sraté musstras de sanire y encontrd

0ién, pero no modificaba l.is propied.des morfoldgic.s, qui=

micas o ffsious de li sangre.

Glucosa (mg.%) 11,2 114,0
Nitrégeno de urca(%) 14,3 13,8
Acido drico (%) 3,1 4o
Protefnas totales (Cm) 7,31 7,25
Felaocién A/C 2,03 2,16
Albdmina (Gm) 4,90 475
Globulina (Cm) 2,41 2,20
Fibrindgeno 0,268 0,324
Nitrégeno no proteico(mge.s) 29,1 26,4
P8sforo inorginico(mg.%) 2,6 2,2
Gluoosa(24 horus) (mg.?) 22,5 45,0
Peso espec{fico,sangre entera 1,0623 1,0278
" . splasma 1,0285 1,0278
@apacidad de oxfgeno (ce) 22,73 21,99
Prueba de floculacién cefalie
na=golesterol Negative Regativo
Oreatinina (mge.%) 1,2 1,2

Colesterol (‘8.%) 182.0 19"0
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Susrelozfar (xx)

Reacoidn do Wassermann Regativa Regutiva
" " " xxxx ZXXX
Reacecién de Kahn Regativa Negativa
. . . XXXX XXXX

. * Magzini Negativa Negativa

(x) Promedio de oinco muestras.
(xx) Suero pura suerologfa.

Especfficamente hubo cambios ens protrombina, fi-
brindgeno y en sl faotor 1libil de Quick (1947)(6). En muese
trus de sansre tratada y luego reculcificadas, se encontrd
que coaguluban en mucho wmenor tiempo de 1o que lo hacfa la
sangre normal, pero como fué indioado por 3Itefanini, esta es
también una caructerfutica de la sungre oxalatada y eitratada.

Applesweig y Rioe (1949)(7), determinuron la can=
tidad de ciloio extrafio tie la eanire por el Srutumiento oon
resinase. Hall :ron yue un 80% del calcio sanguineo eru extraf-
doj lo ocual dejarfa un contenido residual de calcio adecuado
para permitir la cougulacién y como li mueatra mo coa;ulé,se
creyd que el cilolo remanente debfa eatur complejado.

Con antcrioridad a la fecha deo este trabajo, Quick
(1947)(8'6) habfan emple:do resinas para estudiar la relaw
oién cuantititiv. entre culcio y protrombina., Llezé a la oon=
.clusién de que la concontracidn Sptima § orftiocu de oalodo,
para la mdxima asctividad de protrombinu, era menor que la
oantidad de oalcio libre § lonizado. ltecientemente, eate mismo



grupo (Hussey y col:boradores, 1950)(9). hizo un estudio de
lu influencia de la hepurima y el citrato de sodioy, en la ab=
soroién de calcio por "Amberlite IRB=100" en ciolo sodio.

La hepurina no moiificé la acoidn descalcificaiora del intere
cambiador do iones, El citrato produjo un efeocto, ue mantuvo
un: relacidn lineal inversa,desde el punto de vista de la mo=
laridad del ocitruto de sodio,a la cantidad de caloio oliminae
do de las preparuaciones prodbadas,

La eliminuoién de calcio sangufnee por intercambio
1énico, tiene gran importancia tambien en su aplicacién a los

proocedimientos de "bamncos de sangre” (10’11'12).

Las probabilidades de que ocurran hemorragias,
contraindicando ¢l uso medicinal de recinas de intercambio oca=-
tiénico, son remotas, las cantidades do resinas presentes ten=
drfan que ser muy gran.es. kEn lus sondiciones de la aplicaoidén
prictioa de eotos agentes, la eliminacién de caloio, esencial
pura la prevenoién de l. coagulacién no puede ser alcunsada.

Determinaciones gufmigas ouantitativas da los
senatiturentes de Ja sansre

a) gggg;;ggﬁnly(13) Su determinacién se basa en su copulacién
oon el dcido sulfunflico diazotadoj una reacoién muy sensibdle
para ergotionina y ademds especirica. Fueden ocourrir, sin em-
vargo, varias reacciones intarferentes entre el diazoreaoctive
¥y 1a ergotionina, ej.: algunas sustancias, entre ellas tiro=
aini, desarrollan un color maranje jue enmasoara el coler ma-
genta dado por la ergotionina, miecntras otrus sustunocias
(glutatidn), pueden inhibir la formaocién de color.
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Las sustuncias interferentes, pueden ser elinina=~
dus por extracoidn con solvenses orginicos y pasaje de lu san-
gre filtrada através de resina de intercambio anidnico altumen-
te bisica "Amberlite IRA=410", ,ue adsorbe los citados cuerpos
interferentes tirosina y glutatién.

b) Colesterol eon gueres Forbes & Irv:l.ngu“, bhan descripto un

método para la determinacidn de colesscrol, bisado en el uso
del interocambiader i8nico inorgénico "Doucil“. Cuanio es tra=
tado oon clorofsrmo, el "Doucil", abaorde todos los compues~
tos proteicos, pero no absorve colesterol  otras sustancias,
sinilares. Para su uso, el intercumbisdor es mezolade oon oclo=
roformo. La a3angre, placma, 8 suero, son luogo tratados con

el intercambiudor, en presencia de un pe usfio volumen do agua,
que @3 necesaria para extraer todo el colestcrol del olorefore

BOe

La adieién de un gran volumen do cloroformo, libe=
rari luego el colestorol direotumente, sin contuminacién con
otros componentes de la sangre, que interfiersn con la reao=
cién de Liebesrman-Bouchard.

o) Congen ) , :al en syere sanzuineos La determi-
nacién 4o bises totales en suero sanguineo, ha sido acortada
(15). empleanio la téc-

BXO SAanmM

LG [15A

ph

considerublemente por olis y lLeinhold
nica siguientes 0,2 ml, 4o suero se pusan a través de una mi-
orocolumna, llenais con una resina sulfénica en su forma 4oi-
da (BR=H)s La resina se eluye con agua y el efluente que con-
tiene ClH, PO H,, 00, prot.fnas, etce., se trata con aire,
libre de CO,, paru eliminar el d18x4do0 do carbono presente ¥y



se titula con £lcali staniariszsado hasta el pH de una mues=-
tra de0 suero, gue ha slido aereada, pero no tratada con in-
teroambiador de iones.

Dado que las bases presentes oon GOBH' no estdn
inclufdns en esta titulacién, se rcaliza unma determinaoién
separada de 00, combinalo por medicién gasomésrioca,

Los resultades logredos con el método de intercam=—
bio idnico, estén de acuerde con los obtenidos mediante ol
mésodo electrolitico de tiempo=consumo eléotrico.

Un método siwmilar ha sido usado por Gorter y van
ﬂoyon(ls). tatos uutores recogen el afluente do la columna
de interoambio catiénico,en un frasco cont.niendo HORa
0,1N en exceso0j deaspuds que la columna ee lava con agua li=
bre de 00,, el exoeso de flcall es titulado con 4cido en pre-
sencia d¢ azul de bromo timol. Soxdn los mismos autores no
es necesario para fines prdoticoes efectuar correcciones per
diferencias de pH, entre el punto final de la titulaocién y

al orizinal dol suero.

d) Acido ;éot;ggt maxtus(IT). aplicd una resina de intercan=
blo catiénico, para eliminar suatancius que interfieren oon

la determinacién colorimdtrica de {cido léotinon, en sangre

y otros humores orginicos. Las c¢tupas en el método sons

1) desproteinisaciéng 2) eliminacién do azfosress 3)intercambio
catidnicojé Jdeterminacién colorimétrica con p=hi.iroxidifenilo.

En la etapa de intoreambio iénico s usa una oco=
lunna llena con resina sudfénioca en su forma foida (R=H),



Todos los cationes incluyendo Cu'’ som eliminaios, as{ como
los aminod-1dos present:s. F1 {cido lictico es determinado
en una parte alfcuota del efluente. Kl intercambiador puede
absorber parte del 80ido. Eata fuente de error deue sur elie
minada lavundo la resina despuds do la absorcién.

o) iregoionamiento a as pIre pnas del plasma Mansuing
La precipitucién fraccionada de l:s prot f{nas del plasma
sungufneo puode reualizarse por dismirucién de la concontrae
odén 18nica de la soluocién, mediante dilucidn o 1141isis de
la misma, Otre munera oconveniente, es Jdisainuir la concen=
traoiln salina, por medio de un intercambiador de iones, Ese
te prinoipio ha sido usudo por Keid y Jonos(la’lg). Leben
tomarae precuuciones espesoiales para evitur la desnaturulisa-
oién de las protefinas, le  ue ocurre si el pH del suero san-
gufneo no se mantienc cercano il neutro. Los autores reco=
miendan un proceso por lotes ("bateh”) (se mezola la solu~
oién a srasar gon undi cantidad de resinu y se agita), oon ae=
gregudos progresives Ce una mezola de wna resina asulfénioa,
on an forma dcida (l=H) y unu resina bdsioa fuerte, en su
forma bdsica (R—OH)ug)a Cuandio se alcansa lua concentraoidén
salina requerida pura gque precipite la primera ffacoiéa

(gama globulina), la asolucidn es sepsaruda de la resina, per
filtracidn y centrifugada para separer lo gaume globulina.

Con la progresiva eliminaciém de msales (reduceidn de 1la
fuerza iénica) son precipitadas la bets y alfs globulinas,
También huin pullioado Srabujos sobre este $épico Hill, Ha=

(20)

bermann y Guy e 50 han realisado experiancias sobre 6leo=
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troforesis con prot.{nas, empleando un intercanmbiador de
Oationeo(ZI). Una resina sulféniza colocida en un brago del
tubo en U no modificd la distribucién de las cargas de las

protefnas,

£) HistaminatBusta el momente se han pudblicade solo pecos
procedimientos analfticos sobre la separ.ciém de aminas por
medio de interocumbiadores de iones, witohorn(aa). realisé
la separscién de virias aminas por medio de zeolitas sinté-
tioas,

5@ hu logrudo la separacidn de his<umina de la
sungre y otros 1lfjuidos bioldzicos por medio de zeolitas sine

téticul(23) y “succlnato doldo de algod6n'(2‘)o

3e han obt:nido resultados mfs favoradles en oxpe=
riencius con una resina carboxflioca, uon la cual se puede o=
feotuar una f4cil y completa elusidn mediunte un fxido die

lufdo, Zate método ha sido usado por Lubschos(zs)
(26)
[}

asf como
por Bergatr8n y Haunseon

g) Sgparagidn de aureomicings La seolita sintética "Decalso"”

ha side utilizada por Salt:nan(27) en la determinicién de au~
reomiocina en sangre y orina,

La aureomicina, en soluciones dilufdas es retenie
da por la zenlita, La elusidn se efeotda por medio de una
solucién le 003352 al 5% a elevada temperatura. La cureomicie
na es detsrminada fluorescimétricumente en el elufdo.
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la orima oconticne una gran variedad de¢ sustancias, mu~
chas de cllas en pequefias cantidados. 3u anflisis presenta
frecue temente dificultades, dobido a la similitud quimica ¥
a la carencia do0 métodos analfticos espeofficos pars la detep
minacién de sus ocomponentes. s por lo tanto muy conveniente
y adn necesario, sepaurar una sustanoia § grupo de sustancias
afines, de los otros nmumcrosos componentes de la orina,

En los dlsimos aiios, loe intercaabiadorec de iones,
s¢ han oconvertido sm "auxiliares" del anilisis, muy adoocuades
para esta tarea, Los métodos de separiocidn por inserecambie
1énico, han tomado lugar al lado de los métodos oldzicos, ta=
les oomo extracoidn, destil.oién y presipitacién y han sido
aplicados a andlisis cuantitativos, as{ como a la separaciba
de los oonstituyentes de la orina. in este dltimo case, el
intaercambio iéaico, puzde asr usado sn conjuneién con ouale
quiera de los viejos métodcs de ooparuol‘n;

Los intercambiadoresds iones, 3¢ hun usado en ¢l and=
lisis cuangitativo, de loa coaponentes urinarios, ya sea paw
ra fijar el componente deseado, que ¢8 seguidamenie olufdo,
0 para eliminar susluncias interferentes. in umbos casos o8
importante que la recuperaciém del componsnte deaeado sea
completa.

Existen dos caminos para lu separaciém de los constie
tuyentes urinarios, por medio de intercambiadores de iones,
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cualquiern que sea el propédaito buscados 1°) Kl proceso do
intercambic 1énico, se usa paura fijar un €nico compenente,
que ea luego elufdo y doterminado cuantitativamente,0 bien
purificado. Como 1l0s intercumbisiores de iones, reaccionan
eon grupos de sustincias que tienen la misma carga, ¢s o mg
nudo difioultoso conseguir la separqoi&n de un dnioco com=
ponente 1énico. Las oonili:iones dob‘n ser rigurosamento oon=-
troladas y los métodos ejocutados en forma adeouada, ¥ya

sea pars diversas fijiciones 0 diversas elusiones,

Si las separaciones efectuadas no son definidas y
varias sustancias son fijadas y elufdus juntus, deben ser a=
plicados métodos analftiocos espec{ficos, para lus sustan=
cias bajo investigicién, ademds, debe considerarse aiempre
la posible, presencia de sustancias desoonocidas en lu orie
na .-

2) [l proceso de interocambio 16nico se usa para dividir la
orina en varias fracoiones, de caructer dciio, beico y neu=
tro. Cada una de estas puede ser luego analizada cuantitati-
vamente por sus con:itituyentes individuales, § posteriormen=
te tratadas para separar componentes aisladoa. Tules frao=
ciones aon especiulmente adaptables a prooesos ocromatogrde
ficos., Ve eata forma se ad;ulere un oconocimiento de la com=
pleja ocomposicidn de lu orina, El anflisis para ocualquier
compone:ite, se facilita por uro o mfe fracolonamicntos pre-
liminares.

I - Sepuragddn de componcntes de )i oriba.
1 - Intergugbigdores catidnicgss Los intercambiadores catid-
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nicos, se han utilizado en la separucién de una gran varie=
dad de sustancias de la orina. Muchas de estas separ:oiones,
fueron on parte, debidus a la temprana disponibilidad comere
oial de los intcrcambladores ocatiénicos y al granm interés en
la3 bases nitrogenadus do la orina, ocomo proiuctos finales
de metaboliasmo del nitrdgenc.

Hay dos tipos Je intercumbia:iores cutiénicos dispo=
nibless el intercambi:dor catiénico del tipo fcido fuertoe,
que contiene primariumente grupos de foidos sulfénicos y el
tipo 4oiio débil, que son, o dien, resinas que contienen
grupos earboxflicos, § intercumbiadores inorgdnicos, tales
como los silicatos de aluminio. Ambos tipos de intsrcambia-
dores=culfénicos y ocarboxflicos~ pusden extruer c.tiones,
por intercambio oon iones de hidrézeno. In una primera aproe-
ximacién, las reacoiones de insercambio iénico, nigzuen la
ley de accién de misas y todus las reacoiones son reversie
bles. El que un ocatidn dado sea fijado, dependerd de la con-
centracién de 10s otros catio:es presentes y de lu afinidad
quimica de los diferentes iones, por el intercambiador.

Los interoumbiadeores catidnicos del tipe £cido
fuerte, fijan loa cationes en casi toda la escala de pHjfre=
cuertemente lo fijan tan firmemente, que la elusién es di-
ficil y reyuiere grandes voldmenes de 4cido mineral muy oon=
centrudo (iones hidrégeno) .=

Por otra parte, los intercambiadores del tipo £oi-
do 4ébil, reaccionan con los cationes, 80lo 1 PH relativa=
ment alto, pues solo bajo estas coniiclionea, loa intervam=
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biudores ostdn en au forma disociada, La elusién puede ser
efectusda ficilmente, con pequeiios voldmencs do 4ciios di=-
lufios, debido a la gran afinidad de los intercambiadores,

por el 1én hiirégeno.

8n ambos tipos de intercambiadores, foido dévil y
fuerte, pueden usurse otros cationes para reemplazar a los
ya ligados, por su mayor afinidad com los grupos de inter-

canablo.

a) Qationes inorgdnioggs F1 intercambio iénico, so ha

usado para lu concentracién y subsiguiente determinacién,do
pequefias cuntidades de elementos radiagetivos en la orina
(1525304)0

El itrium (Y 91), presente en orina aocidifioida, se fija
en una columna do resina de intercambio catidnico foido fuer—
to(s). Como el 1én itrium,trivalente, tiene gran afinidad con
el intercambiador, otros cationes presentes, uni y bivalen=
tes, pueden ser elufdos, primero ocon clorhfirico 41ldido(0,4
molar)s luego el itrium e3 elufdo cuantitativamente, con un
pequefio volumen de’ clorhfdrico 7T M se lleva a seguedad y eu
radioactividad se mide luego do mmedecer lis cenisas, oon
{cido nftrico y evuporar casi a sequedad, para destruir mae
terius orgdnicas,

Los iones so:dio de 1: orina, han sido determinados cuan-
titativamente, pioundo 1 a 2 ml, de orina, a través de una
columna d¢ resina de intercambio catiénico del tipo 4oide
rueria(’). Una solucién 0,05 M de cloruro de bario, eluye
primer-o el soilo y amonio dejando el potasio y otros catio=



nes en la columna, En el elufde, previa preoipitacién del
Dario como sulfato, el ocloruro de sodlio, es coanvertido an hie
dréxido de s0dio, por pasaje a través de uni columna de resima
de intercambio aniénico del $ipo base fuerte, en su forma baw
se libre, El amonio, ¢3 sliminado de esto eflusnte por ebullie
cidn y el hidréxido de sodio, se titula con clorhfdrico 0,01
M, paru obtener la concent:racién de 1ién sodio en la mmeatra.
Ro obstante, una sustanoia desconociia yue se cluye junto cen
el s0dio, puede causar inoconvenientes,

Para retenexr iones amonio y mugnesio de la orina,
puede usarae un intercambisdor catiénioco del tipo Scido fuer=-
te, asi como una de tipe deciio d‘bil(s-qio El olorhfdriee 0,1
M eluye primero el amonio y luecge ¢l magneaio bivalente. Tam=
bien este Ultimo puede ser elufdo oon clornfdrioco M, de una re=-
sina de intercambio catiénico del tipo dcido fuerte. Ambos o=
nes pueden determinarse cuantitutivumente en el elufdo.

Algnies Folin, enl9ly, fue cl primere en introducir

interecambio iénico en andlisis hiol&siooo(a).

En su yu ocldsioo método, la seolita sintética "Perw
mutita®, un silicato de sluminio y sodie imsoluble, se usa pa=
ra la separacién de amonio de la orina. En soluciones neutras
é ddvilmentc dcids, la "Perwutita" intercumbia parte de sus io-
nes e0dlo, por iones amonio. Deavues de agitar la "Permutita®
con orina por breves minutos, se deja sedimentar, ae deocanta
el 1f{quido sobrenadante y se lava la"Permutitn" oon agua desti-
lada, La reacoién es reversidle, luego em presencia do un ex=
cea0 de hidréxido de sodiio, el umonio es puesto en libertad o=



tra ves. Esta elusién ee faoilitada, por la supreaién de la
ionizacién del amonio, en soluoién fuertemente alozlina. El
amonio pusde ser luego determinado colorimétricamente por ness—

lerisacién,.

i1 mismo método puede utilizarse con buenos resul-
tados, para eliminar amonfaco de soluoiones de uraa.a.(g) é
de orina, antes de determinar frea por uremsa, seguida por

nesslerisacidn direots § aoroaoién(lo'll).

Cuando la "Permutita" se usa para eliminar amonfa-
co, para determinar el contenido e¢n aminoicidos de la orina,
con 4=sulfonato do 1l=2 Rartoquinonn(la) se introduce un erreor,

debido a la eliminuacién simultinea de¢ los aminodcidos bfsi=
m(n).

Fl uso de oarbén tratade con doido sulfidrico, como
intereambiador de i6én hidrdgeno, 6 bien de zeolita natural §
artifioial, para extraer amonfuco JUe la orina, despuss del trie
tamiento con ureass, ha eido propuesto como un método para la

produccién comercial de amonfuco en Chinl(l‘).

Derivados de la guanidings Como so menciond antes,
lo8 intercambiadores del tipe Jdciio a€bil, funcionardnm séle

en su forma disociada, a pH elevado o préximo a la neutralidad.
Fllos son completamente inefeotivos debujo do pH 3,5 & 4, en
relacién con el pK del grupo do intercambio. Por otra p.rte,
laa bases para poder ser fijadas deben eetar siempre disoola-
das. Conseocuentemente, sdlo buses relativamente fuertes, pue=
den reaccionar con interc.umbiadores del tipo focido débil,

Uhitohorn(l3) determind, que @olo las buses con um
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pKk de 5,7 (conatante de disooiaoidn en la terminologfa de
Bronsted) o mfs, s0n retenidas por la "Permutisa”. Paura "Ame
berlite IRC=50" este pK debe ser de 4 & -l.(l’).

De este modo, los intercambi.dores del tipo £oido
débil, son un medio para la separaocién de bames fuortes y han
aido ueados, en la separaoidm do derivados de guanidina de la
orina., Esta separucidén es neoesaria, antes de usar el reactie
vo de 3akaguchi, porjue este reacciona en igual forma con are
ginina, £cido guanidoacético (glicoociamina) y otros derivados
mono sustitufdos de 1la zuanidina, todos presentes normalmente
en la orina. la arginina (pK$ 9,04) ss fija diluyende la o=
rine 5 a 10 veoes y filtrando 5 ml.y a truavés de uma columna
de seolita sintética (0,9 grms.). El dcido guanideacétioo,
pase a través de 1la resina, de le cual se pusde incerir, que
e3te no estf‘como cutidn en soluciém neutra. El reactivo do
Sakaguchi, puede entonges usarso para determinar deido guani-
doacético, en ol orlnonto(ls) y arginina en el elufdo, luego
de 1l elusién de la coluana de infercamdbiador, com 10 ml, de
cloruro de sollo al 3%‘17). Estos autores, han publioado re-
sultados satisfiotorios para orinas normales, aungue admiten
que la fracoidn ie la arginina, puede contener otros derivae
dos monosustitufdos que son buses fuertea, tales 0omO WONO=
metilguanidins. in otro método, el contenido en arginina, so
eatima por la diferencia en intenaidud de color, de 1la reao=
oién de 3akaguchi, realiazada sobre purtes alficuotas de¢ orina,
antes y deapues del tratumionto oon la seolita lint‘tiot(la).
Se ha intentado el uso de la forma sédica, de una reaina de
interoambio catiénico de tipo sulfénioco, em lugar de silicatos
de aluminio aintétioos‘lg). pero la elusidn de arginina, de
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este tipo de resima, es dairf{cil.

‘ e) Yitaminags Los intercambiudores de iones de $ipo
doido 4ébil, han sido tambien usudos, para la determinacidn
cusntitativa de olersas vitaminas del grupo By en la orina.

La e¢liminacidn de tiamina, de lu orina a pH 5, por
asitacién con arcilla foida, fué dada a& oonooer por primera
vez en 1336 (20). La aroilla fué administrada & ratas para o=
feotuar snsayos biolézloos (método de bradicardia), la prime~
ru pruebu quimica, de la presencia de sianina en orinma, fué
obtenida por el miszo prooeso de intercambio iénico, elusién
con barita y subsiguiente oxidaoidn de tiamina a tiocrolo(21’.

Los 1lliocutos 3o aluminio y sodio, se han usade ex=
tensivumente, parc lu aepiricién de tiumina do orina a pH 4
a 495, Despues de lavar el intercambiador con agua, se efe0w
tda Ja elusién con cloruro de potasio al 25% acidifiocado. La
tiamina presente en el slufdo, e3s eatimada luegzo, como tal,

oolori.‘tricanonto(zz)

» § oxidada a tiooromo oon ferrieianu-
ro alculino, extrafde ocon isobutanol y determinado fluorescimé-

trioamente o colorimétricamente,

Bste método no es enterumente sitisfactorio ouande
so aplica @ orina; por cllo tiene gran nmimero de modifiocaoio=
n.'(2392402592502702892?030031032033). La orina contione o=
tras sustanclas, (por ejeaplo, ulh-mtilniootinanidn). que son
tan similares a la tiamina en su coaportamiento, con un interw
cambiajor de tipo doido débil, que no son separadus de la tiae
mina en eate prooeso, Ademés, lu thnetilntcotinanida. que de



-n-

por sf es fluorescente, puede ser oxidada a un segundo com=
puesto, también rluoresconto(so). En los intentos para mejoe
rar este método amulftico, ze sfectuan diversoe ensayos en
blanoo(zs'27’28’29’3"31'33) y se mido la absoroida de la
1us(33) del tiocromo, en lugur de su fluoreacencia.

Mas efectiva es la separaoién do tiamina, de .
metilnicotinamida, por elusidn diferencial, Cuando un pequo=
fio volumen de orina es agitado con "Permutita™ § "Decalso”,
la llinatilnteottnnmida ¥ la tiamina son ambas retenidas,la
primera puede ser elufda con £cido diluido(zs). mientras que
1la §1tiaa estd mus fuertements ligada y puede ser elufda pos=
teriormente oon clorure de potasio al 25%. Con estus téoni-
casy pueden determinirse oantidades, tan pequeofius como 0,1
/uge. por ml, de orini, Las rscuperncién promedio do tiamina
agregada ea del 92 al 96#‘32).

Un método 1déntiloo, exeepto por la eaisién del paso
de oxiduoién(34'35’36), se utiliza para la -oparaoidn(31'38’39’
ll-netilnicotinanida. el principal producto final, dol metaw
volismo del Scido nicotf{nico en orima. Fn todas las modifie
caciones de este método, la recuperacién de la columma de
"Permutit ", @8 de un 85% en el mejor de¢ los casosj pére

» 381 como para la determinaoidn cuantitativa

didas adicionales,se cometen en la conversidén de ll-notilni-
cotinamida, en el derivido fluorescente y em su extracoiéa
con isobutanol(41"a). reclcntemente se ha hecho mis especf=
fica la etapa 1n101a1(43). elevando el pH de fijacién a 7.
Esto lleva a la eliminioidn, en el efluente, de d0s bases re=

lativamente débiles, yue son la nicotinamida y el ll-lotil-so
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piridona=3ecarboxamida,otro prod.cto del metaboliamo del 4cido
nicotinico. La N;-metilniootinanida, 65 retenida y subeiguien-
temente determinuda colorimétricamente, en el elufdo, con re=-
ouperacidn de N;-netilnicottnnnida agregada, auy elevadosi96%.

El Jcido pantoténico,ha sido estimado cuantitativa=
mente en orina, como B-alaPina, dospués de su hidrélisis &ci-
da(“). La Bealutina, fué separuda cromatogréficamente, de o=
tros aminodcidos, en una columna de resina de intercambio ca-
tiénico, de tipo 4cldo fuerte, en su forma o8dica, por elusién
con um "buffer” de pH 4,9.

d) Aminast Los proocedimientos de intercambio 1éni-
¢0, facilitan grandemente lu valorucién de compuestos, presen-
tee en la orina, en conccatraciones extremadamente dajas (10
a 30/ug. por 24 horas=individuo), como puede demostrarse oon
varias aminse fisidéiioamonte actives.

Algunsas de estas son excoretadas, en grun parte, en
forma oconjugada y son r-tenidas por intercembiadores catiéni-
cos, luego de una hidrélieis &cida moderada. Gencralmente, es-
tas aminas, son fijadas por intercambiadores de tipo &cido aé-
bil a pH 6=8; en ectas condiciones las aminas se encuentran
como oationes. Le noradrenalina, adrenalina ¢ hidroxitiramina,
son fijadas por hidréxido de alun1n10(45"6"7). § per la re-
sina carboxflica "Amberlite IRO—SO'(45). La hiatamina es fije~
da por “Dooalno'(‘s) o por "Amberlite IR0-5O'(‘5). Como la alé~
mina es anfétera, el proceso descripto, es seme jante a un meoa~
nismo de intercambio iénico. Las aminas son elufdas, ya sea con
&ocido & con 81lcalis, que suprimen la ionizacién del intercambias=



dor é de la amina.

Se han dado a conocer procesoa similares, para la
separucidén de cantidades apreciables de etanolumina de la ori-
n‘(49-50951).

o) Aminodgidogs Pucsto que los aminoicidos, pusden
existir, tanto como cationes § aniones, es posible su reten-
ci8n en columnas de intercambio aniénicas ¢ catiénicas. Una
resina de intercambio catiénico de tipe sulfénico "Dowex
50-Xa", 8¢ ha empleado para fijar lo0s amimedoidos, asf{ como
otros cationes presentes en la Orina humana a pH 2.5(52).

Pare separar los aminodcicos uno de otros, fué necssario una
elusién cromatogrifica con "buffers” de pH creociente, mante-
niendo un cuidadoso control de temperatura. :l gran nimero de
aninod. 1308 y otros conetituyentes presentes en el elufdo,que
reaccionan ocon la ninhidrina, han sido eatimados cuantitative~
mente. Para larccuperacién cuantitativa de 1os animofcidos bé~-
81008, se utilizd una segunds columna de "Dowex 50" y "bue
ffers" de un pH inferior a 7, sin embargo, ase obtuvieron sepe~
raciones de bajo rendimiento. Recienterente el método ha sido
me jorade y aplicado a orina de sato(53). Incrementando la oon-
centracién de los "buffers” de elusién, as{ como el pH (pH 5),
los aminolcidos bAsicos, pueden ser el.f{dos y recobrados ocuan=

titativamente, no siendo neoesaria la segunda ocolumna.

Por el procedimiento antoriormente mencionado, fué
aislado un nucvo aminofcido, la 3J=metil hietidins(s‘). Un de=
rivado del Scido glutémico, 14bil al culor, fue aislado 4o la
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orina de ratas deficientes en fcido férmico. Ue abasorvié en
"Dowex 50%, procediéndoae luego a su elusién con 601do(55).

Cuando la elusién se lleva a oubo con fo0ido, el ore
den de salida de los aminofcidos, en el elufdo de una columna
de resina sulférice, es detcrminado exclusivamente, por la ufie
nidad de 1os aminofoidos con la roatnn(ss). Cuando se usan
"buffers® para la elusiln, el orden de salidu, esti determinan~
do por su ufinidad con la resins y por sus constantes de diao-
clacién (px1 pars 1os aminofoidos fcidos y neusros, PE, para
los aminodfcides bisicos).

£) Hormenas protefoggs La gonadotropina coriénica de

1a orinu de embarazo, fué re:enida por "Pormutita"-a PH 3,5 a
4 y subsiguicntemente elufda, con una solucién de hidréxido-
de amonio diluido(’7). é con una solucién alcohflica de acesa=

to de anonio(sa).

S la hormona sotBa como un cutiém, el pH al cual ocu=
rre la fijacién, deberd estar debajo de su punto isoeléotrico.
Como el punto isoeléctrico de la hormona, es de 3,2 a 3.3‘59’.

oo dudoso que el mecsniamo de ceta reaccién sea de intercambio
4énico. Este método fué aplicado para separar y concentrar gono-
dotropina urinaria, precviamente al ensayo de prefiezy cOn hem=
bras de sapo (xenopus laevis), sin tal concentracién, serfs nece-
sario inyectar mayorees cantidades de orin., para obtener ovule~
oiGn(eo).

El hidréxico de aluminio se demostrd que fija gonodo=~

tropinas urinarias a pH 4 las gque pueden ser elufdas a pH 10(61).
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Esto sin embargo puede ser interpretado como un progeso de in-
teroambio aniénico.

&) lrogus (aureomjoina, morfips)s De las otrus po=-

oibles aplicuciones de los intaercambiadores catidnicos en o-
rina, las dos siguientes, pusden mencionarse como eJjemplo en
el anflisis de drogas ingeridas. La aureomicins es retenida
por "Decalso” en su forma hidr‘gona(sz). La morfina es extraf-
da de laorina con unsolvente orgénico, que luego es evaporadoj}
el residuo se disuclve en aguas. La morfina se fija eon una
zeolita oint‘ticn(63)o

- (3} o1 a ¢ Hay comparativ.mente pocas
aplicacionce de intercambiadores anidnicos, a ls separacién y
determinucién cuantitativu, de los componentes de la orina.
Los int reambiidorcs aniénicos disponiblea son, o bien buses
débiles, conteniendo grupos de aminas primarias o secundarias,
& bases fuertes, conteniendo guanidina § grupos amonio cuatere
narios. £l recicnte desarrollo de 1los intercambiadores aniéni-
cos, de tipo base fuerte, ha hecho posible realizar intercam-
bdos anidnicos a elevado pH y en consecuenciaanalizar, tanto
fcidoes débiles como fuortes. Las mismas consideraciones hechas
para intercambiacores catiénicos se aplican aquf, exaoepto que
la retencién por intercambiadores de tipo base débil,se reali-
za a pH relativamente bajo y frecucntemente se usa una base,
en lugar de un 4cido para la elusién.

a) Lsteroidess Los métodos do intercambio iénico,
pueden usarse para la separaoifn de ecteroides conjugados,pre-
sentcs en la orina. se ha estiblecido que la fijaoién de andré-
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gonos conjugados, por intercambiadores anidnicos de tipo base
aébvil, es précticamente cuantitatiVl(64). Cuando se usé “De
Acidite =" como intercaumbiader,la concentracién de los conju=

gados, aumentd al triple sn el elufdo.

b) Agddo Asqdrbiges ApHg, estd disociado como un anién.
Se £158 de la orina de rata, ocon la resina de intercambio anif=-

nico, de tipo base débil "Amberlite IR—4B"(6s) Yy se eluyd como
dcido 1ibre con clorhf.irioo M. La recuperacién de Scido es do
85-90%,

La péraida (10=15%) es em parte causada, por la eli-
minicién previa oon acetato de plomo, de sales interferentes
(espaciilmente oxalato airegado COmMO CONSErvador)e

¢) Acido guinolfnicos E1 dciio quinolfnioo fué ais=

lado de lu orina de runtas,mantenidas a una dieta baja en £cido
nicotfniso y alta en triptéfano. Se wsé aldmina, 4o la oual

fué eluflio oon Aloniaoo(ss),luego se agregé"Amberlite IR=100=-H"
parz bajar el pH y ol Scido libre fud oristalizudo en el filtra-

doe

d) Agiiog garboxflicogs Las rasinas de tipe baso

fuerto "Dowex" 1 y 2, al estado de formiato, fijan los anio=
nes de 1os aoiios del grupo del &cido cftrico. De esto modo
el succinato, asf{ como ¢l malonato inysctados, fueron separa=
dos de lu orina de ratas y luego elufies iiferencialmente,con

concentruciones crecientes de &cl.o t6rmioo(67J.

Por un proceso diferente, todos los &cidos orgéni-
cos de li orina, con la aparente excepcién de purte del dcido
aconfti00, fueron elufios Juntos, mediante Jclio. f£érmico 6 M.
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El elufdo contenfa sambien sulfuto y fosfato.Luege
de apropiada ooncentraocidn del elufdo, se identificaron onge
foidoe, por oronatograria sobre papol(se).

e) Porfobilfndgeng:s Los intercambisdores anidnicos
de tipo base fuerte, han sido usados tambien para la separacién

de componentes urinarios, en conjunoién con otros -ltodos| por
ejemplo, "Dowex 2" para la separsoién de porfobilind:eno de
una orina patolégica, luego de }a precipitacién oon acetato

‘69). Despues de la elusién con acetato de amonio

de merourio
Oyl M y luego de una sezunda preoipitaocién con acetato de mer-
curio tratamiento con alémina de luvado fcido y elusién ocon

amonfaco 0,1 X resturfa el porfobilinégeno, contaminado sola-

mente con amonfaco y acetato de amonio.

2) Purdnagt Se utilizd la resins "Dowex" 1" en forma
de fosfato, pura la separacién y purifiocacifén a pH4 de 4cido
l=3=dimetilirico; un producto del metabolismo de 1 teofilica
de la orina. La elusidn fué efeotuada con clorhfdrico O.lﬂ(7°).

8) Aminofoidos ¥ sus derivadegs Generalmente la se-

paracifn y determinacién de aminodoidos en orina, se ha efeo=

tuade con intercambiadores oatifnicos. Los intercumbiadores e=
niénicoe fueron aplicadoa en los siguiontes casous -6 usd una

resine de intercambie aniénico de tipo base débil, para ls so-
paracifn del &4cido alfa-amino sdipico(7l)
fuerte para la separacién del 4Lcido imidazolacético
para la cstimacién de dos aminodcidos conjuzadoss acido fenil
acetil glutdmico y &cido h1p6r100(7‘).

I1 - Fracglenamiento gompleto de la orins.

} una de tipo Lase
(72,73) y
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Este procedimiento, o0 sus etap«s individuiles, €8s a=
decuado para la separ.oidén, asf{ como para el andlisis cuanti-
tativo, de cualquier ocomponente § grupo de componentes de la
orina.

Zl uso de dos 0 mas intercambiadores diferentes, ha=
ce posible separar unos de otroe, 1os cationes, aniones, anfé-
teros y los oconstituyentes no iénicos de 1. orina. El frao~
cionaniento requiero las siguicntes otapas (ver grifioce 1)(76'77’
Una muestra de orina de 24 horas se pasa primere a través de
una columna (columna 1) de resina sulfénica "Amberlite IR-100",
“Amberlite IR=120" § "Duolite C-3" en su forma foido libre
(R-H), Eeta columna, retiene todos los cationes inorgénicos y
orgénicos, tales como oreatinina y ain urea, incluyendo los
anflteros, tules coro aminofcidos, creatina y pequefios pépti-
deoa, No es necesario un control de pH, puesto que los amino-
ficidos, en su forma Adipolar, estén fuertemonte ligados por
He H(SG) adends la orina que pasa por la columna, se
volverf &cida, debido al intercambie de iones hidxrégeno,
é¢e lz resina, por cationes inorgénico- de la orina, asf{ que
adn lae bages dfbiles, estaurdn presentes como cationes y se-
rén retenidss. lLas reainas, sin embargo, no Setienen la tauri-
na anf&tera(“)
el compuesto no reacciona como un catidn, para con la forms
hidrézena, de una resina sulfénica. La taurina, en coneecuen=
oia, aparece en el efluente, junto con los aniones, presen-
tes como 8cidos libres, con las sustancias neutras y oon los
pépiidos que no son retenidos (efluente I). 2°) Las bases dé-

y porque su grupo sulfénico, es tan fuerse,que



biles y los anféteros (con la posible exocepcién de arginina
debido a su fuerte basicidad), son luego elufdos con amonface
2 % (elufdo I)e 3°) Despues de oconcentrar al vaofo el elufdo
I, se pasa & través de una columna de resina de intercambio
anifnico, de tipo bause fue.te, en su forma dase libre (R-0H).
Lsta columna retiene los anféteros y rechuza las bases débi-
les, incluyendo drea y parte de la creatinina (efluense II).
4°) La fraoccién de anféteros, es luego elufia con clorh{dri-
co 1 (elufdo II) y nuevamente concentrada sl vaofo.

GRAFICO I
Zrgocfonamlente de_orina
ORINA

Columna l p ¢ R=H
Eflugato 1 RotenislatOdoa los cationes

Aniones y constituyentes
neutros Elueién con NH‘ OB

Elufdo”1 fdetenidosbases fuertes
An£6t0r0+ ¥ bases débiles
Columna II R=0H

Efluontc/ff// Retenidoss Anféseros
Bases débiles El&-i&n con HCl
El&!do iI
Stervs

La elusidn do los anféteros, de una u otra columna,
tiene lugar, debido s un cambio en la carga neta de los com-
pueatos anféteros. La oantidad de resina de interocambio 1iéni-
co, usada en la columna I, debe tener obiamente, una capaoi=
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dad mayor que el contenido en cationes, de la mueaSra de ori-
na a analisar. Una cantided mucho menor de reasina, secrdi sufi-
ciente en la columna II, ya que muchos de 10s aniones de la
orina, han 8ido eliminados en la primera etapae.

En este proceso, los anféteros son cuantitativamen-
te recuperados. 3on obtenidos en un pequeflo volumen, debido a
la concentracién al vacfo antes mencionada. Como 1los anféte-
ros y las bases débiles, son obtenidos en forma de sal libre,
su anflisis posterior por cronstograf{s sobre papel, asi ao~
mo por oromatograffa de iniercambio 1énico, es tarea ficil.le
identificaoidn de cada componente en tales oromatogramas,pre=
senta 80lo pequciias diiicultades. 0lo la fracoidn de los an-
f8tervs, he sido analizada cuantitativamento(77)
graf{a de intercambio 18nico sobre "Dowex 50=H". La elusién
se -fsctub oon concentraciones crecientes de HCl. La estima-
cién de cada uno de los aminodcidos y péptidos, por el méto~
do colorimétrico con ninhidrins(7e) ¥ la identificacién por
oromatograffa sokre papel, de las fracciones elufdas y por

por oromato-

reacciones esgec{ficas.

Otroc dos grupos de inveatigadores, uno en Francia
(79-80) | (1m0 2n Tngratorrat®), nun ideado procedimientos
similsres, pero sin intontar andlisis cuantitativose il prie
mero fraccion8, =demds, el etluente I, usando un intercambia~
dor aniénico de tiy0 base débil. Zste roticne péptidos acfdi-
cos y cidos orginicos, tslee como f4cido pantoténico, mien=
trus que las suztancias neutrae (vurias pentosas y hexosas),

taurina y péptidos no acfiicos, aparecen en sl efluente. Una



elusién diferencial, con ooncentraciones orecientes de &cide
acético y asocetato de amonio, permite la separazoién en fraccio=
nes, conteniando péptidos de acides oreciente,

(82) aplicé fraccionamientos con co-

El gruvo inglés
lumnas de intercambic i8nico a lu orina de gato, logrando ais-
lar varios aminodcidos raros; &oido B—aminoiaobutfrioo(az),no-
tilhietidina(sl) y te11n1n3(84). La separacién del fcido B-
aminoisobut{rico fué tambien efectuada por un método similar

por Fiok y oolahcradoro-(as).

Resumens Los procesos de intercamdio 1énico, son
particularmente aptos, para el anflisin de mezclas complejas,
tales oomo la orina.

Con ayuda de los intercambisdores. citados se han se=
parado, y tambien 1dentifiocado diversas sustancias en la ori-

Nbe

Grupoe de sustuncius =fines, wcf separudas, fueron
examinadas pol cromatogreffa sobre papel, decmostrindose de

esta forma, la presencia en la orina, deé¢ su: integrantes.

Estoe grupos incluyen &0idos cardoxf{licos, aminas,
purinas y asfoares y sus derivados. Ningdn iniento sistemdti-
00, 8¢ ha realizado todavia, para la eetimacién cuantitativa,
de los constituyentes de estos grupos, por medio de cromato~
groffa de intercumbio 48nioo.

xn ouanto a los péptidos y‘oonjugadoa. 8¢ han rea-
lizado muy pocas investigaciones.
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3 A UILOS BIOLOG

Haremos un breve resumen do los diferentes métodos em-
pleados, pars la determinacién de bases tesales en lfquidos
biolézicos.

BEn el afio 1922, Pi-k.(l), d48 s conocer un wmétode,
para la determinacién ds bases totales en orina, que reemplao~
28 los métodos anteriores, busados en la suma ds las determie-
naciones parciales de los diferentes cationos,

En el método de Piske, la orins se calientas oon Sci-
do sulfdrico y nftrico, husta humos blancos, para eliminarla
materia orgfnica; luego se neutralizs con carbonato de amo=
nio en polvo y rojo de metilo como indicador; se Srata oon
olorure f£8rrico, paru eliminar leos fosfutos y con acetato de
amonio para eliminur el oxceso de hierro, como acetato blsi-
c0s £l filtrado de estas oporaciones contieno las busos,(que
eon finalmente obtenidas como sulfatos) libres de sustancias
interferentes, se lleva a seco con &oldc sulfiirico y luego
con oarbonato de amonio. :n el residuo final se determinan
sulfatos por el método de la bencidina y la cantidad total
de base 041N presente, es caloulada jor el resultedo de este
anflisis.

En la eliminacién de foafatos & iones férricos,en
ex0es0, €9 necesaric realizar una neutralizacidn perfecta,
para evitar que cantidudes apreciables de foufatos alcalinos
térreos, ooprecipiten con el precipitado deo hierro.

Adonfs, e» recomendable cfectuar una determinaciém
de foefatos, para conocer la cantidad de acetato férrico,a



utilizer en su eliminacidne. Puede también agregarse acetate
£érrico, hastu que no se observe mds preoipitacién, pero un
gran exceso de acetuto bdsioco, difioultard la postecior filtra-
cién, haciéndola muy lenta.

Van Slyke, #u y Mo Loan‘z). apliocaron el principio
del método do Fiske, 8 la determinacifn de bases totales en
san;re, previa eliminaoién do las protefnas oon &cido sriolo~
racético. Se detcrminabaun los sulfatos como sulfate de bario.

Posteriormente, Stadie y ROII(J). perfeocionaron un
mioro método, basado en el métedo 4o Fisko, para la determi-
naocidn de bases totales en sangre, sueroy orina y otros mate-
riales bioldgzicos.

Al 1gual que en ol método anterior, las bases son
convertidas en sulfatos por ignicién oon 4oido sulfédrico y
los sulfatos son preocipitadea con clorhidrato de benoidina,
Se diferenoia del mftodo do Fiske, (en el cual el precipita=
do es directumento titulado con 4lcali) en gue los sulfates
de las bages presentos, son determinados por titulacidn de u-
na parte alfouota del filtrado, del sulfato de bencidina. De
este valor y el t{tulo del reaotivo, clorhidrato de benocidi-
na, se calcula la concentracién de bases.

Las reacciones s0on las siguientest

Bz SO‘ * °12 8 (RH Je2 HCl = 2 BQ) - 12 8 (unz).nzso‘

012 !8 (Hﬂa). + 2 NaOH = C18 8 (NH ) +§ Nacl

Este método tiene algunas ventajas con respecto al
anterior de Fiske, dado que mediante la titulaoidn indirecsa,
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se ovitan ciertas operaciones, por ej., 8¢ elimina la trans-
ferencia cuantitativa de un pequefio precipitado, el lavado
de este precipitado con agstona (error por solubilidad). |
Se evite ademfs, la titulaciln en caliente, del precipitado
de sulfato de bencidina.

En 1927 Van Slyke, Hiller y Berthols.n(4). aplice~
ron un mioro método gasométrico, para la determinacién de io=
datos y sulfatos, & la valoraciln de bases totales en suero
sanguineo. iste método puede tambien aplicarse a orina y o-
tros 1{quidos biolégicos.

En este método, las bases son transformades en sul-
fatos, sezdn el procedimiento de Stadie y Ross. Luego los
sulfatos alcalinos, son agitados con un exceso de iodato de
bario en polvoj esta es una sal insoluble, pero el sulfate
de bario 10 es mfs y tiene lu.gar una doble descomposioidn.
El iodato e¢ solubiliga y el sulfato es precipitadoe:

a) Naz SO‘ + Ba (103)2 2 Ka 103 + 80430

La mezola pasa luego a través de un filtro seco y
una parte alfcuota del filtrado es colocada dentro del apa~
rato manomdtrico de gases (5,6) en el cual ae ha colocado un
exceso de sal alcalina de hidragina. Tiene lusar una reaccién
instantinea y cuantitativas

bP) 2 KNa 10, + 3 N -2RQI¢3l2¢6!20

3 2 B,
Si la reaoccién a) se desplazara completamente de ig-
quierda a derecha como 10 hace la b), 1 mol de sulfato darfa

3 moles de nitrdgeno y un equivalente combinado de sulfato
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1,5 moles de nitrdienc. Luego el contonido en sulfato puede
se1 caloulado por el nitrégenc desprendido.

Equivalentes de sulfato = goles nitrégeng = 0,667 x

1,5
moles nitrégenoc.

Pero la reacciln a) no se despleza completamente de
izquierda a derechae. La diferencia en solubilidad entro el
sulfato de bario y el iodato de bario no es suficientemente
grande para permitir la completa reaceiln. Se alcanze el egqui-
1librio cuando hay adn una purte apreciable de sulfato en s0=-
luoién no reemplazada por iodato. La relacidn real eoté dada
por la siguienie ecuacidn empirica (con un factor relativamen-
te grande para nitrégeno y un término sditivo).

Neq SO, por litro = 0,724 x milimoles de nitrégenoc
dados por litro + 1.123,
El equilibrio se alcanza en una horae.

Los autores determinaron las bases totales en 0,16
00es de suero, con un error promedio de 0,8% de la cantidad
determinada.

La aplicacién de la eleotrodiflisis a la determina-
0ién de bases totales, en 1lfquides blolégicos, se debe a Keys
(1936)(7). La carscter{stioca principul del método, es que
loe cationes, son electrodializados de la solucién en anfli-
sio, a través de una membrana de colodio 8 celofén, a merou-
rio cargado neg:.tivemente, sobre el cual hay una cantidad oo=-
nooida de &cido valorado. Cuundo la didlisis se ha completado
(no mfs desprendimiento de burbujas de Bz), el cirouito se



abre, la amalgams de Hg y base es descompueata por agitacién
con el {cido Jy el exceso de fcido, es titulado, sin retirar-
lo del vaso en que estd contenido.

3* . Hg —+B Hg

Bl‘fﬂ;*B’+ﬂg¢iﬂz

En este método se determinan, no 88lo las bases fie
Jas, sino tambien el lﬂ4’ Y por esto no es extrictamente com=
parable a los métodos de Piske (1922), Stadie y Rdss (1925),
Van Slyke y colaboradores (2927) y otros ya oitados, gue han
preseindido de 4ones 384. En sangre fresca y en plaama, la
ooncentracién de iones HH‘. es adlo del orden de 0,1 a 0,2
meqe por 1itro. Lueso lae diferencias entre este método y
los anteriores serd pequeiia. Pero en orina, las diferencias
80n mucho mayores ,; los métodos no pucden ser comparados di-

rectanmente.

El método 44 resultados con una exactitud del 1%
con muestras de 0,2 co. de lfquidos biolézicos.

(8) propuso en 1942, ladeterminacidén de las
bases totales cn suero, por medide de la conductividad del

Sunderman

mismoe

Los viejos métodos, basados en el anflisis por ge-

parade de los principales oat;oneu. son muy largos y debido
& las numerosas manipulaciones, adolecen de errores por rasgo-
nes técnicas, muy dff{ciles de evitar. iAdemés, estos errores,
que s8¢ producen en las diferentes determinaciones paroiales,



se sunan en el dato final,

tn los métodos en jue 108 cationcs se cenvierten
en 1os gorrespopdientes gylfateg ¥y por sucsiguionte deter-
minacién de estos, se obtiene el dato final, se pueden ha=
oer consideraciones anflogus al pdrrafo anterior. asf, a
pesar de haberse disminufdo considerablemente el tiempo,
con respecto a 1os métodos anteriores, son ain demasiudo
largos y engorrosos, por 1o que los datos son de dudosa se-
guridud. .n estos métodos, es necesario una téonica operati-
va muy ocuidadoss, para evitar errores en los dliotintos pa-
203 d¢ la deteraminaoidn.

En el método de Van Slyke, du y e Lean, es necesa=~
rio el uso del aparato munomésrico de¢ gagegs el que per su
coato, no es ficilmente accesible & todos los laberatorioe
de anflisis. :demas, para su utilizacién, ee necesario que
el operador estd perfectamente adiestrado en su manejo.

El método por gleotrodiflisip, introducido por

Key's, ha heeho posible anilisis de mayor seguridad, exsotie
tud y rapidez, gue por los métodos antoriores.Pero a pesar
de esto, es alin algo complicadc en cuanto a su téonica y

@ la oconstruccidn del aparato. Ademds, oon respecto a este
método dicen Polis y Reinhold(g)t "por nuestra experiencia,
asl como lo de otros, la eleotrodiflisis no siempre 4 un
dato seguro de bases totales, a menos que se contindo por
12 & 18 horus, a densidades de oorriente relativamente be~
ja".

En el método gonductimétrige de Sundermsn, es ne-



cesario el uso de un faotor de conversién detcrminado es-
tadf{sticamente, por el cual las desviaciones individuales
en algunos casos, pueden causar un error asignifiocative.

Con la splicacién de reainas de intercahbie
18uig0 e esta determinacién, se ha logrado una apreciable

reduceidn en el tieumpo empleado, asf ocomo tambien sc han s=
liminado les errores de los otros métodos citados, obtenidy
dose por oonsijuiente, datos mds reproducibles, répidos y se-

Suros.

Los primeros en proponer una téonica, basada
en reacciones de intercambio 1énico, para esta determinacién,
fueron Polis y Reinhold(g). £l mitodo consiste en el inter=
cambio de iones hidrégeno, por oationes presentes en la mucse-
tra, mediante la resina sintftioa "Amberlite IR=100" y en la
siguiente titulacién de los aniones elufdos, con una base ti-
poe Lus bas: s presentes como cosu‘. son determinadas separa-

damente, por medida gasombtrica del O, combinado.
Un método similar ha sido propuesto por Gorter
Yy Van Royen(lo). Se diferencia del antsrior, en que el afluep

te es recofide direotamente en un frasce que contiene HONa
0y,1N en excesoy, luego se lava la columna con agua destilada,
libre de CO, y el oxceso de &loali, se titula con &cido en
presencia de azul de Bromotimol. Segfin los autores, para pro-
pésitos préoticos, no son necesarias correccionss por dife-
rencia de pH, entre el punto final de la titulacién y el eri~-
sinal del suero.

Un intercambiader de tipo base fuerte, puede
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emplearse para lu determinecién de las bases totales, oon-
tenidas en la orina, asi como en otros humores humanos,l{-
quido intrgocular y 1{quido ocefaloraqufdeo.

La "Amberlite IRA=400" oomo base libre, 0 pre-
feriblemente como borato, debido a su gran estabilidad, re-
tiene todos los aniones de la orina.

Los cationes se ovtienen en el efluente como
bases librea, 0 como boratos respectivemente. D¢ la canti-
dad de &cido usado, para titular el efluente, hasta el pun-
to final, con Rojo de Metilo, ee obtienen las bases tote~
10.(1L-12).

Alinentos Actaificantes y Aloalisantes' 14

Los alimentos acidificantes § alcalisantes modifican la
reacoidn de la orina. Ciertos alimentos tales oomo frutas y
verduras, al quemarse fuera y dentro del organismo, dejan

un residuo mineral ¢ cenizas, en el cual predominan les ele-
mehtos bésicos -sodigg potasio, oslcic y magnesio - . Los oe~
reales, la carne, el pescado, dejan cenizas en 1leés cuales
predominan los clementos formadores de &cidos =cloro, féefo-
ro y agufre- El azufre aunque esté presente on la mayorfa de
108 alimentos en forma neutra, se oxida y al dar &cido sul-
firico, se incluye entre los acidifiocantes,

Las frutas c{triocss, contienen {oido oftrico y
oitrato de potasio, cuyos radicales citrato, son completa~
mente oxidados en el cuerpo hasta &cido carbénico, dejande
carbonato de potasio con reaceién alcalinu, Por 1@ tanto,mu-
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chae frutas doidas, son formadoras de bases en el organie-

La uva disminuye la acides de la orina en menor
Zrado que la naranja, pues el &cido tartrico qu¢ coatiene,
no es ocompletamente oxidado, eliminéndose como tal en la orie-
na. Otrus frutas ocontienen 4cido benzoico y qufnico, que se
oxidan débilmente en el cuerpo, siendo eliminados per la ori-
na al estudo de &cido hipirico, el cual aumenta lu scides de

la ni.nt(15'16’17'10)'

Puede cntonces modificarse la reacoidn de la o=
rina de &cida en aloalinm, ocambiando por ejemplo el pH de la
misma de 5,5 a 7,5 ya sea por lu ingestién de oiersas sustan-
cias =(el PO H Na, baja el pH, en tanto que el OOSHIQ [ CHj-
COONa, 10 aumentan)= é por un régimen alimontiocio adecua~
do(19’2°’21).

Las modificaciones de lu acides o de la alca~
linidad exccsivas de ls orina, tiene importancia para evitar
la formacidn de clertos oflculos (de 4cido §rico en unos ca=
508 y de foafatos en otros). Por ello se requiare un balance
apropiado &oido=-bdaico en los alimentos.

Bl organismo tiende a una regulacién autométioa,
mediante la produccién de amonf{aco, que neutrsliza el exceso
de acidez. Tambifn puede lograrue cse efecto por otros me~
dios.

Con excepcién de los alimentos conteniendo ol
dos orgénicos incompletamente 0xidados, los valores acidifie



cantes § alcalizantes de los alimentos, pueden ser calcu~
lados, obteniendo las diferencias, entre los equivalentes de
écido normal, calculados del contenido en azufre, f£8aiore
(en fcido fosrérico considerade divalente) y cloro y los de
€1call normal, calculados del contenido en sodio, potasio,

calcio y magnenio(za’zs).

Cantidad en exceso de elsaentios formadores
de acidos o bases expresados en c.c. de soluciones normales

por 100 gramos de sustanoial(13’14)

Acidog(ceo.) Bgges (cec.)

Manzana -— 3,76
Espérrago - 0,81
Banana -— 5456
Poroto seco - 23,87
Haba - 41,65
Remolacha - 10,86
Col - 4934
Melén - T:47
Zanahoria - 20,81
Coliflor - 5933
Aplo - 7:78
Huevo 11,10 -—

Clara de huevo Se24 -

Yema d¢ huove 26,69 -—

Pesoado(morluza) 16,07 —

Limén — 5054

Lechu;a -— 737
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Carne vacuna(masra) 13,91 -
Leche de vaca - 2,37
Harina de avena 12,93 —
Naranja -— 5,61
Ciruclas e 24,4
Pasas de uvas - 23,68
Trigo (entero) 9,66 -
Papa — 7019
Arrog 8,10 -—
Pan blanoo 6,0 -
Galletitus 7.81 -

Las cifras que se indican para estos alimene
toes varfan notublencnte segin los dlotintos suelos y olimas.
A simple t{tulo informativo, insertamos & continuaocién un cua=
dro de Clark(24)
nos alimentose.-

¢ sobre los constituyentes minerales de algu=

Ca Mg Na K [+ § P, Se N

Pan blanco 14 12 447 103 582 86 93 1.429

* de Graham 23 37 321 151 628 135 102 1.245
ATro. 4 11 &0 95 3B 94 65 976
Leche de vaca 115 1 6% 138 102 9% 3 486

(por 100 ml.)
Jueso mantecoso 543 49 550 170 917 490 168 3.976
Roast beef 18 19 554 207 839 157 195 3.489
Huevos 43 11 12 123 1% 190 158 7.767
Patatas 4 22 13 282 44 43 26 9
Tomates $ 12 107 232 188 19 24 166
41

Pasus de uvas 47 0 50 48 101 42 374
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Loa datos estén eoxpresados en mg. por 100 grs.de

sustancia y hay que tener en ouenta igual gque en el cuadre

anterior que las cifras varfan sezfn suclos y climas

2inliograries

(1) -
(2) =

(3) -
(4) -

(5) -
(6) -
(7) -
(8) -
(9) -
(10) -

(11) =

(12) =
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561763, 1923.

STALIEy)WeCo ¥y ROSSyEeCeyJdeBloloChome 651133, 1925,
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Cher.,741659, 1927.

ViK CLYFEyDeDle y NEILLyJoMeyJ.BloleChem.618387,1924¢
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edeBlakiston's Son and Coe.y 1937, lla.edic.
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DETLREINACION DE BAS..5 TOTALES EN ORINA

En 1952, Sullmann(l) propuso un micrométodo basado en
la utilizaocidn de resinas de intercambio aniénico fuertemen~

te bésicas.

Este método tienc ventajas sobre el de Polis y xeine
hold(a), puesto gue no es negesario dosar las bases presen-
tes como cosj' por separado. Es decir, se determinan las ba=
ses tetales en una sola operacidn.

Se utiliza la resina "Amberlite IRA=400" como base li-
bre § pref:rentemente como borato (por su gran estadbilidad),
la cual Jebldo & ou alio poder de intercambio, retiene todoe
los aviones preosentcss R« OH + B=~ { = ReX + B=OH,

Los cationes saulen en el cfluente al estado de bases
libres, 6§ ocomo boratos, respectivamentc. La ocantided de foi-
do 80432 usado paru titul..r este efluenie husta virar el ro-
Jo de metilo, roc pe.mitird calculur las bases totules pre-

sentese

La prinera fuse del prooeso cousiste, en el intercam=
bio de los cationes presentes en la orina, por ionss nidrée
£eno 0 borato, mediante el uso de una resina de intercambdio
anidnico, fuertemente bdsica.

La resina utilizada es "Amberlite IxkA=400%, que se
obtiene ¢n 21 comercio al estsdo de cloruro. Se presenta en
forms de grénulos pequefios, resistentes a la friooidn, com=
pletamente "hinchados” y hfimedoa.

24pot Intercamdbiador aniénico fuertemente bdsico. Se
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obtiene por aminacién con trimetilamina del copolimero estire-
nodivinilbenceno clerometilado (patente USA K° 2,.,591.573).

Tamafio de las particulass 20 - 60 mallas (0,85-0,29
mm.d) .

*Hinchamiento": Al convertir le resina de su forma Cl™
a HO se "hincha" aproximadamente un 20%.

Espacio inertet 40-45%.

Lenzidsd do lz mulla(enlaces cruzados): 3-5% de divi-

nilberceno.
Densidad_{promeéio): 0,05 grawos por mi. {(lavada y es-

currida).

Capacidad de intercambio totels 3,0 milieg. por gremo
(seco) mirimo; 1,0 milieq. por rl. minimo.

Estubilidad quimica: Esencialmente insoluble y quimi-

camonte inerte en Acidos fuertes, &lcalis concentrados, hi-
drocarburos aiifdticos y srométicos, alcoholes, éteres y o=
tros solventes comunes. La medios modcrademente oxidantes o re-
duccores, la "Amberlite IRA-400" es una de las resinas (del ti-
po de amina cuaternaria) més estable, ein emburgo es sensi-
ble a altas concentraciones de oxicanites quimicos. Cuando se
guerda en su forma KO , por largo tiempo, pueden formarse a-
minas likres en la rqsina. Estas aminas se eliminan solamen-

te por un livado pronunciado. Tambien puzde absorber C02, sl

ge ls almacena en su forma OH .

Estubilidad g altas tempsraturss: Ea su forme HO es
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conveniente no pasar 1os 60°C (140°F) y en su forma C1  de
76°c(170°F) .

Reactividad qufmige: Las caracterfsticas quimicas

de “Amberlite IRA=400" gon anflozas a las del HONa; reacciona
oomo una base fusrtemente disociada

Re' oF ., Rz' + O¥" (ocomplEtamente disooiada)
Na' O . Na* + 0" "y "

El carsote: fuertemente bdsico de los grupes aoti-
vos en la resina, haoe posible la adeorcidn e iones ocargades
negativamente, en soluociones dcidas, neutras y afn alcalinas.
A pH 740 1la "Amberlite IRA=400" (C1~) posee una oapacidad to-
tal méxima de 3 meq. por gre. de resina seoa, 8§ 1,0 meg. por
ml, de resina h8meda. La capucidsd de intercambio decrece 8os-
tenidamente da su valor amfisiao hust- pH 11,0 en que se eatabi-
1iza.

Breparecién de la colugnat Se utilizard una bureta

8in llave de 25 co. de ocapacidad. En su parte inierior, se co=
loca un sapén de lan: de vidrio, que impide yue se pierda re-
sinu y a 1li voz pormite el paso de lu solucidu. En este oaso,
ocon el fin de ccuseguir un tapén mfs perfecto, se ©0loocé sobre
la lans un disco de tela espcoial, inatucatle por £oidos o €1~
calis, pero su uso no es indicpensadlo. La parte inferier de
la burets se une, mediinte untudbo de Joma dé 20=25 oms.de lar-
80y & un tubo de vidrio de unos 15 oms. gque s8¢ ha curvado on
su extremo libre y termina en forma capilar. on la parte supe-
rior, se adapta una smpolla de decantacidn, mediante la que ee
regula la entrada del 1fquido en la columna.
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Para formar el lecho de resina se procede en la si-
guiente formas se afirma la bureta y su tubo de salida a un pié
con dos pineas, do forma tal, que el tubo de salida, supere en
5 cmse la altura a la cual llegard el lecho de resina. Iuego
80 llena la bureta de agua (el excezo desborda por el tubeo de
salida), se coloca un embudo en la bureta, dentre del cual fi-
nalmente se coloca la resina, tal cual se obtiene on el comer-
cio, es deoir, en forms de C1¥. e hace correr agus, que ird
arrastrando la resina al interior de la bureta, hasta formar
el lecho de la altura deseada.

De esta manera se procederd répidamente, evitando
que se formen burbujas de aire en el interior del lecho, qus
produoir{an canalizaciones y reducirfan la efiociencia de la
columna.

En caso do observarse burbujas en el interior del
lecho debe procederse a vaciar la columna ; armarla de nuevo.
Para evitar la entrada de aire durante las determinaciones e
mantendrd siempre el tubo de salida sobre el nivel superior del
lecho de resina.

En cuanto a las dimensiones de la columna, se han

sezuido las indicaciones de Sanueloon(3)a
Didmetro de la buretas 9,5 mm.
Altura del lechos 188,0 "
Volumen de resinas 13,7 coe
Superf.del corte transversals 0,72 om2.

Difmetro de las partfoculastentre mallas )0 y 5%0.

La resina tal cual se adquiere en el comereio,con-
tiene partfculas de difmetro vuriable entre 20-50 mallas(0,85 a
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0,29 mm)e Se eliminan las mayores pasfndola a través do un
tn‘. é4e malla Y (0.5 mm, de ')o

El lecho de reasina (ocomo base libre), produce oon
el tiempo, notadbles cantidades de sustancias alcalinas solu~
blesy, lae cuales se separan por medio de agua destileda, inme-
diatamente antes de realizar el anflisis.

Bs diffcil 1llegar a resultados cuantitativos con
la resina as{ preparada (base 1ibre). En el recorrido do so-
luciones de sales que oontienen en un 1liire, 10 a 20 meg. de
0.++ 8 ug'* se recogerfn demasiasde pocas equivalencias bfsi-
cas. L1 déficit determinado en varioe ensayos del intercamdbie=
dor no es comstante. Adn con soluciones de oloruro de so0dio se
obtendrin valores no satisfactorios, con punto final no siempre
n{tido en la titulaoién. Debe considerarse la solubilidad li-
mitada de 1los hidréxidos aloulinos terreos, ademfis del conte-
nido de carbonatos generalmente elevado, independientemente 40
la conservaoién do la resina.

Las mencionadas difiocultades, pueden eliminarse
tratundo la resina al estado de base libre, con cido bérico
al 4%, 51 focido bérico en excesco se lava.

Una vez dispueesta la columna se procederf a poner-
la en “ré;imen"” mediante eucesivos cicles de agotamiento y re-
genersaoién.

En la columna, la resina se encuentra al estado de
cloruroj luego la trataremos con hidréxido de sodio. N, hasta



transformar $0dos sus grupos activeos al estado de hidréxido,
Seguidamente lavaremos el oxceso de hidrdxido de sodio con
agua destilada y volveremos la resina a su estade primitive
de cloruro, traténdola con una solucién de £cido oclorhnfarico
Ry lavando posteriormente con agua destilada.

108 ciclos efectuados fueron los siguientess
a) igotsmicnto con hidrfxido de sodio N ¢ 50 oe.

b) lLavado con agus destiladas hasta reacoién negativa a la
fenolftaleina y reaccién do
cleruros negativas 150 oce.

e) Regeneraciln ocon ClH N 1 50 aec.

d) Lavado con agus destiladas hasta seaceiln negutiva de
cloruros y pH 7 eon indice~
dor 4o Yamadas 250 ce.

El presente ¢iclo se repitif cinco veces a una ve-

locidad de pasaje fija de 9 ml. por om2, y por minuto.

Como se observard, se paséd un gran exceso de hi-
aréxido de sodio y Scido clorhfdrico, con respecto a la cape~
cidad del lecho de resina que 63 do 13,7 meqe Se trata de es~
ta forma, de transformar todos los grupos activos, en grupos
HO~ & C1”, cegdn el caso.

Bn el ciclo descripto fué muy diffcil do lavar el
exceso de &cido olorhfdrico. Se obtuvo reaccién positiva de
oloruro y acides afin despues do luvur con 250 co. de agua
destilada y fueron necesarios hasta 400 co. para lograr un
lavado perfocto. iisto puede obedecer a una posible adsercién
ffaica del exceso de ClH sobre las particulas de resina.



Para evitar este inconveniente se usé como rege-
nerante cloruro de 20dio al 5%, efectudndose otros cinco ci-
olos, a diferentes velocidades, entre 5 y 10 nl.¥fom2. minue
0, no observéndose diferencias, en cuanto a la perfeccifn
de los lavados.

a) Asotamicnto con HONa N 8 50 coe.

) Lavado con 820 destiladas hasta reaceiln negitiva do olo=
ruros y reacoién negativa a la
fenolftalefnas 150 co.

o) Regeneracién con cloruro de sodio 5% s 60 cc.

d) Lavado con H,0 destiladathasta reaccidn nejutiva de olo-
ruros y reacoién negativa a la
fenolftalefnas 150 co.

Lueso de poner en régimen la columna se procedid

a transformarla al estado de borato, para lo cual so utilisé

una solucidn de borato de sodio al 4%,

a) Resina como cloruro.
b) Agotamiento con HONa N s 50 oco.

e) Lavado con Hap destiladas hasta roaccién negativa de
cloruros y reacoién negativa
a la fenolftaleinasls0 co.

d) Regeneraoifn ocon sclucién de dorato de sodio al 4%170 oo,
e) Lavado ocon R0 destiladas hasta reageidn ne ativa de do=
ratos oon papel de ofrounmas
150 oo.
Bn las sucesivas regeneraciones efectuadas en el
presente trabajo, se ef:otué siempre la transformacién de la
resina al eetado de HO , previa a la transformsoiln a BOJF, pom

ra una mayor seguridad en la tranaformacifn de todos los gru=
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Tambien aqui se efcctuaron cinco oiclos variando

la velocidad de pasuje entre 5-10 ml/am2. min., no observine
dose diferencia en la perfeccién del lavado.

pos actives al estado BO

Una vez que se tiene la columna en condiciones oO-
perativas se procede a lu determinaoién propiamente dichae

Se puva una cantidad de orina en una diluocién ade-
cuada y se lava gon agua destilada. Los 1lfquides de pasaje
se recogsn on un .rlenmeyer y se titulan con §cido sulffri-
co 0,02M y rojo de metilo como indicador. Previamente se o=
fectuard un ensayo en blanco, pasando a través de la colum=
na una cantidad de agua destilada igual a la suma 49 la Ori-
na y 1{quido do lavados. il volumen gastado en este cnsayo
se resta del anterior.

La dilucién de la orina es necesaria, pare solubi-
lizar el asedimento en su mayor purte., Lete sedimento pueds
contoner fosfatos, uratos, etc., gque como se comprende fale
searfan las detcrminaciones al no estur en solucién.

Se reulizaron determinaciones con una misma orina
a diferentes diluciones. =sn t0dos los casos s¢ pasaron 10 nl.
de orina en la diluoién correspondiente, lavando luego oon
50 mle de agua dcstilada. Los datos obtenidos eon los si-
sulentess
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

D

diluc.Bases Totales diluoc.Bases Totales diluc.B.Totales

g

1/20 264 meq/1%. f;;b 320 meq/1s. 1/20 288 -oqllij’

/20 264 ° /20 324 " 1/20 288

/% 266 /% 322 " /% 29 °
1/ 266 1/% 3 1/ 292
1/40 264 /40 320 1/40 288 *
1/40 264 " /40 320 * 1/40 288 *
1/5%0 260 1/%0 320 1/50 290 ®
1/50 260 " 1/50 320 ® 1/50 290 °*

Como se observuri loz datos obtenidos son con=-
cordantes dentro del método operativc.

Se wuri$ la cantidad de orina que pasa através
de la columna, psru uns misma dilucién no observéndose mayores
diferencias en 10s resultados. Ea deocir, gque todas las bases
presentes son fijadas por la resina dentro de los l{mites on-

sayados.
10 ml. 25 mle 50 mle
dilucién 1/20 264 264 264
U 1/30 266 264,1 263,8
" 1/40 264 263,6 264
" 1/50 260 264 264

Loe resultados anteriores son prowmodio de tres
determinaciones particulares en cada caso.

Se comprobd la reproductibilidad de los datos
a través de 50 detcrminaciones consecutivas con una misma O=
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rina. En todos 108 casgs, 80 pacaren 10 ml, de orina diluf-
da 1/50, lavando posterioramente con 50 ml. do agua destilada.
La velocidad de pasaje fué siempre constantes 10 ml. por cm2.
Yy por segundo. Yer cuadro A.

También se realizaron 50 determinacioncs con uns mise
ma orina dilufda 1/50, pero pasando 25 ml. de orins dilufda
¥ lavando en todos los casos con 100 ml, 49 agua destilada.
Se mantuvo tambien en este easo la velocidad de 10 ml, por
om2e. y por seiundo. Ver cuadro B.-

[/
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cngdre A
Deternie Bases totales Determ. Bases toiales Determ.Sas.totales
Ne meq/1lt. ne mey/1t. Ne meq/1%.
1 320 18 320 35 320
2 320 19 3% 36 320
3 3% 20 3% 37 320
4 320 2l 320 a8 320
5 320 22 320 39 310
6 310 23 320 40 320
7 3 24 320 41 320
8 320 25 320 42 320
9 320 26 320 43 320
0 320 27 320 44 320
1 320 28 320 45 320
12 320 29 320 46 320
13 330 30 320 47 320
4 320 3 320 48 320
15 320 32 320 49 320
16 320 33 330 50 320
A 320 34 320



Saadzroe B
Deternm. Bases totales Determ.Bases totales Determ.Bases totales

ne meq/lte . K° meq/1t. Ne meq/1t.
1 360 18 360 3% 364

2 364 19 364 36 360

3 360 20 360 n 360

4 360 21 360 38 356

5 360 22 360 39 360

6 356 23 360 40 360

7 360 24 356 41 356

8 360 25 360 42 360

9 360 26 364 43 360
10 360 27 360 44 360

b 8 § 364 28 360 45 360

12 364 29 360 46 360

13 364 30 350 47 364

14 360 k3 | 360 48 360

15 356 32 360 49 360

16 360 33 364 50 360

17 360 34 360

En el primer caso, se obaervd gran ooncordancia
en los datos, obtenibndose diferencius de 5010 10 meq. en més
0 en menos. Lctas correspondensa la menor diferencla aprecie~
ble en la lectura de la dbureta que es de 0,05 ml.(una gota)
lo ,ue significan exuctamente 10 meqQ.,debido a la santidad
de orina puasadae

31 se quiere una mayor aproximacién on los da=
tos, eo aconsejuble usar la otra téonica, eas deoir, pasar
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25 ml. y lavar con 100 ml. de agua destilada, aunquo en este
cas0 sacrifiquemos algo de rapides,

Senoervadoregs Se comprobd que el uso de timol,
toluol, 8§ formol oomo conamervaiores, no afectuds li determie

nacién del contenido en dases totales.

Pars gomprobarlo se realizaron las doterminacio-
nes uobre dos muesetras de una miema orina, conteniendo una de
ellas oonsorvadore. :n todos los cs30ay lus mueatras eran de
24 horas y =0 procedi8 pasande 25 ml. de orina dilufda 1/50,
lavéndose oon 100 ml. de agua deztiladae Loes 1{quidos de pasa~
Jo y lavados, se titularon como siempre, con Scido sulfirioco
0,02 y anaranjado de metilo como indicadoX.

Datos promedio de tres determingcionest
R° Orina con timol oon toluol con formol
(BJ.GUDOE crist./lt.) ( S nl/lto ) (3 ‘/Ito)
1 360 meq/1t. J60 360 31,3
2 284 284 284 284

3 328 328 328 328



ELRULN N DB BASES TO.ALRS ER ORINAS DE PERSONAS SOM

D ZANTES, ACIDIH E3 1

50 ingirié durante una semana, uns diota integrada
exclusivamente por alimentos alc lizantess porotos, habas, le-
chuga, papas, leche, remolaoha, ciruelas, mansanas y bananas,

En la semana aigulente se cambid el régimen i:ugiriep
do alimentos acidifiocantess carne, arros, huevos, pan y pesoa=
do. Mnalmente y tambifn durante una semana se ingirié una die-
ta mixta.

En todos los casos, a partir del sesundo dfa, so co-
menzd a recoger orina, en muestras do 24 y 48 horas,

Se pasaron 25 ml, do orina dilufda 1/50, lavando
luego oon 300 ml. de H 0 destilada. La velocidad do pasaje fué
de 10ml, por om2. y por sezundo. El efluente y aguas de lava=

do se titularon con 304112 0,02 M. y rojo do metilo,

Esta experiencia so reulisé co:. tres personas a las
que se suministré lus siguientes dietast

Rieta diaris alcalisantas
—SRietot «d2DeBo Balsds Dallade
Porotoe 200 gre. 200 grs. 200 grs,
Papas 500 * 500 *» 500 *
Lecnu a - 150 * 15 *
Habas 100 gre. 100 * 100
Leche 750 co. 500 eoc. 500 coe.
Remolacha 200 gxs. 150 grs. 150 grs.
Manzanas 700 * 700 * 500 *
Ciruelae 100 *» 100 100 *



- 122 -

(valor aproxim,)

Suleto JadeBa RS, Qallade
Bananas - - 150 grs.
Calorf{ass 2600 2500 2400
(valor aprox.)
Rleta diaria acldifiocgntes
Sulete =daDeBe BalMe3g Py : 11
Buevos 2 3 2
Pan 400 gra. 500 grs. 400 grse.
Arros 150 *~ 200 * 150 *
Carmo 500 * 200 * 300 *
Poscado - - 200 "
Calorfas 3000 2500 2700
(valor aprex.)
Diote diaria mixgas
~Sulogot ~JaDeBy BoMyS,  OaHeSe
Papas 300 grs. 150 grs, ——
Leche 500 ococ. 500 cae. 600 co.
Pan 250 gra,. 2%0 grs. 250 gres.
Carne 200 " 200 " 250
Huevos 2 2 -
Pescado 100 grs. -— 150 grs.
Arros b ) 150 grs. -
PPretos  ——  — 100 gre.
Lechuga 150 grs. D 100 *
Remolacha — 150 grse 100 gxs.
Manzana 500 grs. 400 grs, 500 grs,
Banana 00 " 100 * -
Oalorfass 2700 2800 2700



Rl andlieis de las diferentes muestrus de orina
444 los si.ulentes resultadoss

Dioty alcalizantes
Sujetos JeDeBe R.d,3, OeHeSe
Muestrus Bn:::/i:falcl Ban::qangloa Ba.o:.:;;:tos
0/24 h8.0/48 hs, 0/24 h8.0/4B hs, 0/24 hs.0/48 ha.
1) 356 384 396
2) 358,6 384 388
3) 360 384 380
4) 368 384 384
5) R ¢ 388 36,3
6) 376 392 380
7 376 388 380
8) 376 386,6 380
9) 376 384 380
2igta uocjdifiqante
Sujetos JeDeB, R.M.3, O.B.3.
Muestra Bases Totules Bages Totulea 3ages Totules
) e0/4 s O o0 e O hse © hs
1) 224 236 192
2) 220 236 192
3) 216 23543 192
4) 212 228 200
5) 210,6 225,3 200
6) 208 224 196
7) 212 228 196
8) 208 238 192

80 204 236 . 168
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Rets mixtas
Sujetos J«DeBe ReMe3e O.He3,
Bases Totales Bases Totales Bases Totales
Husstre meq/1t. meg/1ts neq/1%.
0/24 ha, 0/4? ha, 0724 hs. O/w hse 0/24 hs. Q/ﬁ hs.
1) 304 296 328
2) 305,13 294 326
3) 306,6 292 324
4) 34 300 324
5) 302 298 322
6) 300 296 320
7) 304 296 324
8) 304 298 325,13
9) 304 300 326,6

En todos los cas0s se realizaron tres dotermina~
ciones ocon oada muestra promedidniose los resultados.“as mues-
tras se oonservaron en heladera,

Existen en la dibliograffa muy pocos datos cita-
dos sobre valores normales 40 bases totalos on orina, Sullman
oita los siguientes datos utilizando 1,03 2,03 3,0 y 4,0 co. de
una misma orina dilufda 1/50, 251, 253, 251, 250 meq/lt. no in=
dicando la dieta a que eatuvo sometido el paciente.-
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En la diabetss la orina deberfa tener un conteaido muy
bujo de bases totules. 3e realizd esta comprobucidn con orinas
obtenidae en el Instituto Nacional de la Mutricién.

En todos los casos se pasaron 25 ml, de orina dilufda
1/50 con agua destilada, lavdndose luego la czolumna con 100
ml, de agua destilada, El efluente y aguas de lavado se titu-
laron con SO4H2 0,02M y rojo de metilo,

Los datos obtenidos se oonsignan en 103 cuadros gque se

insertan a continuaciéns

dia
Cama Feoha pH Dens. Glucosa Cuerpos DBases
recolec, :oetonio.Total, Observaciones

47 12/10/58 6 1,025 18,8 .regul, ;52 de 24 horus

52 " 6 1,020 38 vest, 112 de 24 horss
47 15/10/58 6 1.026 26,2 . 180 12 hs.N.400 co.
47 " 6 1,025 34 rege 160 12 hs.D.370 ce.
51 " 6 1.022 49 vest, 140 12 hs.D.2000 co.
51 w 6 1,016 Ko vest. 92 12 hs.N.550 co.
Exte o 6,5 1.017 20,8 reg. 140 de 24 horas
49 20/10/58 6 1.031 56,7 vest. 108 24 hs.1100 oo.
Ext, . 6,5 1,020 Ko " 240 12 hs, D,

. " 6 1,020 Ko . 240 12 hs, N,
18 " 6 1.022 ©No " 22

Ext.) * 6 1.025 28,4 " 180 12 hs.D.1100 co.

") . 6 1.030 38 " 169 12 hs.N.2200 oo,



Bx%.320/10/58 6 1.023 8,2 vest. 280

. ; " 6 1.022 8,5 * 280

" 21/10/58 6 1,030 24,4 " 120 24 hs.1800 ce.
24 " 6 1,023 31,10 . 160 24 hs,
13 13/10/58 6 1,023 26,20 * 200 1ler.paroial

1l " 6 1.026 17,90 reg. 140 .

1 . 6 1,028 16 . 140 20 *

1 " 6 1.027 17 " 132 3¢ »
43 . 695 1,012 ==  vest. 148 de 24 hs.
45 27/10/58 S 1.026 38 acetona 108 12 hs.D.1900 o8,

y diacet,

45 . 55 1.035 32 " 140 12 hs, N, 1000 ec.
46 27/10/58 6 1,027 20 rege 260 12 hs D.370 ce.
46 " 6 1,027 28,40 . 280 12 hs,N,700 oec.
49 . 645 1,010 ==  vest. 100 de 24 hs,

37 29/10/58 6 1,031 35 acetona 128 de 24 hs.

y diacet.

Exte . 6 1.016 33,8 " 108 12 hs.De
Ext.} " 6 1,018 38,5 . 108 12 hs.N.
43 » 6 1.014 8 veat, 140 24 hs.

Exte . 6 1,017 == » 160 24 hs,

9rinas de diabétiocos sin guerpos gesénicos ¢

Cama :::g;‘o. pH Dens., Glucosa Bao;:q?;;:{. Observaciones
39 13/10/58 6 1,015 14.7 160 de 24 horas.

2 . 6 1,026 16,5 100 12 hs.,D,700 cc.

2 . 6 1,020 20 120 12 hs.N,600 ce.



6
44
44
Ext.;

4
10

49
49

16/10/58 6

20/10/58

30/10/58

645

O 0 O 00O OV OV O

1,030
1,027
1,015
1,015
1,017
1,030
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22,7
17
No
No
Ro
28,4
22,7
21,5
29,3

140
340
200
180
180
140
228
140
180
108

de
12
12
12
12
12
12
de
12
12

24 horas,

hs. D.560 oo,
hs K450 oo,
hs.D.1100 oo,
hs.N,700 oco.
h3,D,1000 ce.
he.K.660 co.
24 horas.
hs,D, 503 oo,
hs,Ne1460 co.

Los promedios de las valoraciones de buses totales

efectuados en orinas de diabétiocos, com y sin cuerpos ceténioos,

ne muestran apreclables diferencias entre ambos grupos.



Como hemos dicho anteriormente estas sustancias
se encuentran prescntes en las orinas de diabéticos, en oan-
tidades relativamente elevadas,

Bn el presente trabajo se ha intentado su separae
cién mediante intercumbio idnico uprovechunto el carfoter no
1énico de la acetona.

Para este rin se utilizé una columna de resina
"Amberlite IRA=400" de 1déntious caracterfsticas a lu emplea-
da para la determinacién de bases totales,

El proceso es ¢l siguient.: 50 ml, de orina con-
teniendo acetoma, fo0ido acetosobtico y dcido b=hidrexibutiri-
co, Se pasan a trevés de la oolumna, se lava luego is misma
con 25 ml. de agua destilada = no mfs para evitar una excesi-
va dilucidn de los cusrpes ceténicos presentes =, En el uvluf-
do y ugua de lavado de la columnu, 8e ensaya la presencia de
acetona, acetoacdtico y b=hidroxibutirioco.

Para agotona utilizamos las reacociones de Gunning,
Imbert, Frommer y behrs., Para el {oido acevoacético la reac=-
cién de Gerhardt y la de Lipliawaki y finalmente para el Scie
40 be=hiiroxibutf{rico la reaccién de Hart,

En tolos los 02808 80 han utilirado orinas de dig
béticos de reciente recolecoién, § conserviius en heladera,

para evitur la descomposicién dsl focido acetoacético y la fer=



mentacidn de los hidratos de carbono.

Badoglones pars agefong:

Las reucciones para acetona no son completamen=
te satiafuctorias, ouwnanio se aplican directamente a la orie
na. Esta debe ser destilada en medio dcilo, para obtener la
sootona puru. in la destilucién el loidu acetoacédtico pre=
eente me descompone y la acetona provenmicnta de este pasa
también al destilado. Luego lue reacoiones sobre el destila-
do son solo especif{icas para acetona en susencia de aocetoa=
cético.

Reacciones sobre el destilado ¥ orina directamen~
tot

j d " a ac L t Paru pre-
venir 1la confusidn son aloohol, Cunning propone el siguiente
métodos 10 ml, de orina .4 2 ml. de destilado, e alcaliniza
con NHJ ¥ luogo se agrega gotu . gota, una soluoién de Lodo
ioidurada, Se forman copos parduzscos gue desaparecen agitando
(1nduro de nitrdgsno). No calentar la mezola. e sigue agre-
gando gotu & gota el reictivo y an presencia de acetona, se
formard un precipltado umarillerto de iodoforuoe

Modifiguoién de lmbert = la regooidn de Lesals El reac-
tivo de Imbert, posee la ventaja de su mayor comservacidn.
(nitroprusiato Je soiio en solucin al 104 mezclada en pare
tos 4guales ocon foido acdtico). A 5 ml, de orina § z ml,. de
destilalo, s8e agrega 2. 10tan del roaetive y se mescla.luego
por las paredes del tubo se agrega amonfaco de manera de so-
brevonerlo a la nezcla, “n cass de exletir aceton., se fore
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ma un anillo de ocolor rojo violdceo, gue desapareoe por el
oalor,caricter que sirve para diferenciarlo de algunos compo=
nentes medi-amentosos,capuces de dar falsas reacciones posi-
tivus (entre ostos se encuentra principalmente el fo0ido acetil-
salicflico).

de F. 8 Colocar 10 cce de orina em un
tubo de ensayo.Agregar 1 gr.de 0K, Sin esperar su complata die
solucidn agregar 10 a 20 gotas de solucidn alconélica de alde=-
hido salicflico al 10X, Culentur lusgo hasta 70°C, La presen=
cia de acetona dard um anille rojo pérpur. intenso en el punto
de contacto.

W‘g)a Colocar 3 60. ie orima en un tu~

bo de ensayo limpio (2 x 12 oms). Agregar 1 gota de SO‘HQ
(211) para fuoilitar la conversidén del fcido acetoacéitico a a=-
cetona. En el centro de un cuadrado de algoiénm,pequefio, delga=
do y limpio, colocar una sota de aldenido salicflico seguida
por 2 gotus de NaOH 32%, :atos reactivos forman um disco plane
amarillo. Colocar el algodén sobre el tubo, de forma gue la
mancha mire a l: orina, pero ne toque los costados del tubo.
Colocar el tubo er un bafio de Hho hirviendo durante 8 minutos.
La presencia de acetona es revelada por um coclor anaranjado

de la mancha, que se intensifica luogo de quitar el algodén
del tuboe. Las reaociones dudosas deben examinarse 10 a 15
minutos despues de cxponer al aire, Il efccto interfercnte del
formalde:ildo, se evita agregundo una gosa de crhovxz al 0,2% a
la orina antes de calentar.=



Reacciones para el dcido acetoacético
Rengeidn de Gerhordss Colocar 5 ec. de orins en ua

tubo de ensayo. A -reg.r soluoiéa de 01,?0 al 1%, guts a
gota, hasss cus ro s¢ produssa més precipitacidn, En pre-
sencia de £czido :catoaadtico se produce un coler rojo vio=
14060, E1 color puede sor a veces enmascarado por 2l pree
odpitado .e fosfuto férrico. :n tal caso el 1fjulilc debe
filtrarse. Un resultado positivo inlica le 0sidble presen=
cia de acetoaofiico.

Reacelonas de confirwsoiéng

a) Colooar 5 co. 4@ orina en un tubo e ensayo o Lrlenmeyer
y hervir durante 3 a 5 minutos. “afriur y efeotuar la reuge
cién unterior. 3i lu reaccidm anterior fué devida a la pre=
sencia de dufdo ucotoacético estu dltima deberd sor nega-
tivi, pues por af«ctn del salor el Zciic ucetomodtioco ss
deseonponird dundo .uziirido carbémico y acetonu que no

24 1a reacoidn,

b) Coloour 5 0c. de Orins on un $ubo de ensayo. Aaidificer
aon 50,H, pure liberar el doddo woetoacético. Agitar la
mesola oon éter para extraer el £oido. Deccntar o éter
ot{lico y evaporar luexe a sequedad, ‘isolver el residuo
en 1=2 0o de H,0 y ugregur 3 a 5 got=o de sclucién de

3

toacético.

Feo Una resacoidn positiva inii a 1la presencia de ace=

El solor de l: reaccidn desuparece ecsponiineae
onte en 24 a 48 horss. Justancias como la antipirina,
feracetina, dcide sulicflico, saliocilatos, ncetato de sc=
dioy -“iocian«tos y fenoles, dar un ~elor rojo similar bae
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jo estas condiciones, pero cuando es debido a la presen-
cia de cualgquiera de estas sustancias, el cbdlor no desa-
parece espontdneamente y puede permanecer por dias. Mu=e
chas de estas sustancias interferentes son solubles en

benceno § cloroformo y pueden ser eliminadas de la orina
por este medio antes de extraer con éter como antes. El
dcido acetoacético es insoluble en benceno o cloroformo.
Maxwell sefiald un posible error en el uso de la reaccién

con 013Fe en orinas de pacientes que toman CO3HNa(1°).

Reaccidn de Arnold modificada por Lipliawski(5)s

Soluc. I3 Para-amido-aceto-fenona 1 gr.
H20 destilada 100 ce
HCl1 conc. 2 co
Soluc.IIsNitrito de Potasio 1l gr.
H20 destilada 100 co

Colocar en un tubo de ensayo 6 cc de solucidén I y 3 cc. de
solucidén II. Agregar igual volumen de orina y una gota de
NH

3
Jo ladrillo.

concentrado; agitar la mezecla hasta que tome color ro-

Tratar de 10 gotas hasta 2 ¢c de esta mezola
(de acuerdo a la probable cantidad de diacético presente)
con 15 a 20 cc de ClH concentrado, 3 oc de cloroformo y 2
a 4 gotas de una solucidn acuosa de ClBFe. Tapar el tubo
con un corcho y agitar suavsmente, de medio a un minuto.
En presencia de 4cido diacético, el cloroformo toma un

tinte violdceo; en caso contrario el color serd amarillo
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o rosado,

Beagoidn para el doido behjdroxivutfrige
Beugeidn de Hargs A 20 oo de orina se agregan 20

oc de H 0 destilada y unas gotac de §cido uoéticoe. Se ha=

¢s harvir husta reducir el voldmen a 10 coc, De esta forma

se elimina lu acetona y ol dcido diacdtico presente.- Lue-

g0 se@ diluye a 20 cce. ooOn Réo destilada, 3@ meacla y divi-

de en partos izuules. 5 una de ellas ve le agraga 1 coe de
nzoz. Se callienta suuvemente y se daja enfriar. luego se
praoticard sobre smbos tuboe una reacoién le Legal § de Tm=
bert. En caso de que esta sea positiva en el tube gue contie=
ne agus oxligenada, sisnifica la precenciu de Socido be=hidroe
xibutirico tramsformidto por oxiducidén er ncetona., En el otro

tubo 1la reacoidn debe permineccer negativa,

Loa datoa obtenidos estdn recumidos en el siguien=~

ta ouudrot
ACETOZXA ADITU ACETOw AZIDO BeHI DR Xi-
AGRTICO BUTIRICO
Uuestra Ro., Roe. Rc. Eoe Reac. Reao. Reao,
Sup, Imb, From, Tehre Gexhgrdtlipl, _Harg
orina ¢+ + + $ L -
e 1
sfluente ¢ ¢ + + - - -
orina + % - + 4+ + +
NeQ

efluente ¢ + + + ¢ - -




orins - + 4 + + 4 +
Re3
efluente + ¢+ - - -
0rZna + o & K > +
No 4
efluente - - - -
orina + + + +
Wo s
efluente ¢ ¢ + + ¢+ + ¢+
orinx + + + + + + -
N° 6
efluente & + - - -
orina + * + + +
Ko 7
efluentc $ & - - -
orina + + + L ¢+ -
No 8
ofluente 4 - + - + -
orina $ + 4 $ -
N g9
eflusnte ¢ + + - - -
orina + + 4 + + +
Ne 10
efluerite + + + - + - -

Por los resultados ovtenidos se deducs cue 68 redw

1izable la sepurucidn de la ucetonu de los &cidos acatoacético y
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b=hidroxihutfrieco mediante sl uso de una 2oclumna de resina
“Amberlite IRA=400", La acetona debido a su carfoter no id=
nico po es absorbida, en tunto que los Zciios sf lo son, en=
contrdndose probablsmente presentes en la orina al estado de
anles,

La uuesira N 5 ge aparta de lo dicho, pudiéndose
intsrpretar como ﬁnu determinacién fallida, debido probable=
mente & una mala absoreidn en la columna de resina (probables
eanalizaciones).-
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CONCLUSIONRES

Se ha revisado la bibliograrfa existente sobre las aplica-
ciones biolézicas de las resinas intercambiadoras de iones,

especialmente lus que se¢ refieren a san’'re y orina,

3e en3ayé la técnica de Sullmann para determimacién de¢ bases
totalea en diferentes muc:atrus de orina, habiéndose enoontra-
do resultados reproiuzibles.

Se valoraron las bases totalea por dicha técnioca en orina de
peraonas normales somctidis a dietas aciiificuntes, al-alizap
tes y mixtas.

Fn personas normales con distas acidificantes ae obtuvieroam
cifras comprendidas entre 192 y 238 meq/1%.(7,68=9,52 :;.HOBa/.
En personas normales con dietas alcalizantes se obtuvieron
cifras comprendidas entre 358,6 y 368 meq/1t.(13,344=15,52 g.
HONa/lt).

En personas normales oon dietas mixtas se obtuvieron cifrus
compreniidas entre 294 y 326 meq/lt. (11,76-13,04g.H0Na/1t,)
Sobre 13 orinius de diabéticos sin cuerpos ceténicos se ha en=
oontrado un vulor afnimo de 100 meq/lt.(4 g.HONa/lt.) y un md.
ximo de 340 meq/1lt (13,6 g. HOKa/l%.).

Sobre 32 orinas de diah§ticos conteniendo cuerpoa oceténicos
8¢ ha ohservado un valor minimo de 92 meq/1lt.(3,68 grs.HONa/l
y un m&ximo de 280 meq/lt.(11,20 gra.HONa/lt.)

S5e realizaron también alzunos ensayos aislados para tratar de
separar entre s{ los cuerpos ceténicos en orina,

Los ensuyos cualitutivos realizados revelan en lu mayorfa de
los casos (7 sobre 9) una fijacién del acido aceto=acético o
de sus compuestos por la resina empleada., :atos Yltimos re=
sultados muestran una interesante via para estudios fusuros.

A P
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