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En el año 1922 Foiin y Berglund (l) publicaron un método

para la valoración de glúcidos en orinas normales y posteriormente

un trabajo sobre absorción, retención y eliminación de hidratos de

carbono en el organismo. En este último observaron que aún aumen­

tando el nivel de levulosa en sangre, no llegaba a producirse levg

losuria ya que, según ellos, el hidrato de carbono reductor que

aparecia en orina, no era levulosa, sino productos de descomposi­

ción o bien impurezas de 1a misma, presentes antes de ser ingeri­

da o bien producidos dentro del organismo por procesos metabólicos.

Se basaron para afirmar esto, en el hecho de que luego de la inges­

tión de levulosa se observaba en 1a orina la presencia de un hidra­

to de carbono reductor que no daba la reacción de Seliwanoff. Por

ello dedujeron que debia existir un umbral renal determinado que no

era sobrepasado normalmente por la levulosa sino por sus impurezas

o productos de déscomposición.

En cambio cuando existe una afección hepática 1a levulosa

presente en la sangre es poco utilizada por dicho órgano, produciég

dose asi una hiperlevulosemia que sobrepasa el mencionadoumbral r3

nal, con la consiguiente aparición de levulosa en orina.
Observaron también que parecia no existir un umbral renal

análoga para la lactosa y la gelactosa.

En su trabajo hicieron mención de las propiedades sumamey

te laxantes de soluciones de levulosa que fueron calentadas en au­

toclave y consideraron que las diarreze que ocurrian frecuentemente

luego de la ingestión de levulosa, eran probablemente debidas a prg
ductos de descomposición de la mismapresentes en las levulosas co­

merciales, aún en las más puras, ya que la levulosa es fácilmente
descomponible.
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En cuanto a la fácil eliminación de la levulosa sanguínea

por los organismos normales y aún los diabéticos, supusieron que se

debia a que los tejidos se hallan saturados de glucosa pero son ca­

paces de absorber y utilizar rápidamente otros glúcidos con respec­
to a los cuales no se encuentran saturados. Previeron la posibili­

dad de su empleo para reemplazar a la glucosa, salvo el inconvenieg
te de los trastornos gastrointestinales producidos por sus impure­
zas.

Llegaron a 1a conclusión de que la levulosa y 1a galactg

sa eran menos capaces de provocar hiperglucemia que 1a glucosa, de­

bido a un mayor aprOVechamientode las primeras por parte de los tg

Jidos.
En cambioFoster (2) llegó a resultados totalmente distinm

tos puesssegún él, la levulosa y la galactosa no eran capaces de pra

vocar hiperglucemia, debido a una mayor capacidad por parte del hi­

gado de formar glucógeno a partir de éstos hidratos de carbono.

Comprobóque existían diferencias entre la cantidad de
glúcidos en sangre capilar y venosa y que la relación entre ambas
cantidades variaba luego de la absorción de levulosa o glucosa.

Según Foster, el aumentode esta relación luego de la in­

gestión dc levulosa era menor que en el caso de ingestión de gluco­

sa, debido probablemente a una mayor retención de la primera por

parte del higado.

Tambiénpudo constatar que la levulosa se encontraba bajo

la forma de holósido y que la lactosa era capaz de producir hiper­

glucemia, lo cual estaba de acuerdo con su condición degmkúdo poco

formador de glucógeno.
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En el mismo año Bodansky (3) realizó un estudio sobre 1a

hiperglucemia en perros, provocada por la ingestión de varios glú­
cidos y comparó los aumentos producidos por cada uno.

Comentóel trabado de Folin y Berglund, y estuvo de acne;

do con ellos en cuanto a que el glúcido que aparecia en orina luego

de la ingestión de levulosa no era ésta, sino productos derivados
de la misma.

Comprobótambién lo afirmado por Foster en cuanto a que

la galactosa era capaz de producir hiperglucemias aún mayores que

las que podia producir 1a glucosa. Empleópara sus determinaciones

el método de Folin y wn.

Según Bodansky, la galactosa se elimina por la orina en

una tercera parte de la cantidad ingerida, durante las 24 horas

subsiguientes a la ingestión, y sin embargomuydificilmente puede

ser reconocida por sus reacciones caracteristicas (formación de
ácido múcico, 3to.).

Poco más tarde Bodansky (4) efectuó experiencias no ya

sobre perros normales comolo hiciera en su primer trabajo, sino

sobre perros intoxicados con cloroformo, fósforo y otras sustan­
cias hepatotóxicas.

Llegó a la conclusión de que la prueba de tolerancia a

la levulosa era la más indicada para determinar la función hepáti­

ca. Comprobóque la de glucosa nO'resultaba conveniente por halla;

se influenciada por factores extrahepáticos, mientras que la de la
galactosa acusaba variaciones individuales que hacian que sus re­
sultados fueran inaceptables.

También observó que una vez normalizada la función hepática se
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normalizaba 1a curva de tolerancia a 1a levulosa.

Todas las valoraciones fueron efectuadas en sangre, ya

que en orina no obtuvo resultados reproducibles.

Hiller (5) en 1925 comprobópor fermentación y reducción

según los métodos de Hagedorn - Jensen (6) y Folin wn (7), que no

toda la sustancia reductora presente en la sangre era glucosa, si­

no que existia una fracción de sustancia reductora no-glucosa equ;
valente a 0.01-0.03% de glucosaa Tambiénverificó que produciendo

shock insulinico podia llegar a reducirse a cero 1a glucosa san­

guínea, mientras que la fracción reductora no-glucosa permanecía
constante.

Observó que en casos de glomerulonefritis con retención

grande de nitrógeno esta fracción aumentaba, comportándose en es­

te caso comola glucosa en cuanto a la fermentación.

Folin y Svedberg en 1926 (8) encontraron qne‘enxlá'ori­

na existia otro glúcido reductor no-glucosa que era fermentescibleg

que no era maltosa ni ningún otro polisacárido y que ellos supu­

sieron se trataba de una etapa intermedia del metabolismode los
hidratos de carbono. Disintieron con Benedict en cuanto a 1a co­

rrección de] término gldcuresis propuesto por este último para
significar una pequeña eliminación normal de azúcar por orina.

Eagle (9) opinó igual que Foglin y Berglund en cuanto

a que esos glúcidos eliminados por la orina, que eran considera­

dos normales por Benedict, no debian ser glucosa sino otros glú­

Cidos ingeridos, o bien los productos de su descomposición.

Por su parte Wierzuchoski (10) experimentó sobre perros

normales inyectándoles soluciones de diversos hidratos de carbono
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en forma continuada, de manera de transfundir a razón de 2 gr. de

los mismos por kilogramo de peso y por hora hasta llegar a mante­

ner un regimen contante de eliminación por la orina de cada uno

de los glúcidos inyectados.

Cuando inyectaba soluciones de levulosa o glucosa por

via intravenosa en presencia de un contenido normal de insulina

en el organismo, alrededor de un 90%del hidrato de carbono inyeg

tado era transformado por los tejidos y el 10%restante eliminado

por la orina (aproximadamenteun 9,7 fl para la levulosa y 12, l fi

para la glucosa).
Ambasaparecían respectivamente en la orina cuando eran

inyectadas, es decir que, cuando se inyectaba glucosa, ésta aparg

cia en la orina y no la levulosa; a su vaz,<:uando se inyectaba

levulosa, era ésta 1a que aparecia, y no la glucosa. Administró

insulina durante la inyección a régimen constante, y observó una

disminución en la glucosa excretada, desde el 10%que se elimina

ba en un principio a un l %de la inyectada, mientras que la ex­

creción de levulosa en iguales condiciones no fué modificada por

la insulina. En la curva de glucosa en sangre, la insulina produ­
jo un marcadodescenso con una curva caracteristica de la acción

enzimática mientras que la curva de la levulosa en sangre no se

vió afectada por la insulina. La rotación especifica de cada uno

de los glúcidos en la orina excretada se mantuvo constante con o

sin inyección de insulina.

De sus experiencias, llegó a la conclusión que la levu­
losa no se depositaba en el organismo comoun cuerpo extraño al

mismo, sino comoglucógeno normal; que parecia tener su propio
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metabolismo independiente de la glucosa, siendo la insulina una

hormona especifica para el metabolismo de esta última.

En 1927 Reinhold y Karr (11) obtuvieron conclusiones

opuestas a las de Folin y Berglund, pues según ellos, la levulosa

no era rápidamente utilizada por los tejidos comotal, sino que

se transformaba en una sustancia intermedia entre la levulosa y

la glucosa para llegar finalmente a transformarse en esta última,

que obtenida de acuerdo a ese mecanismo, seria más rápidamente ut;

lizada por los tejidos para la formación de glucógeno, que la glu­
cosa introducida al organismo comotal.

Cori y Cori (12) comprobaron en 1927 que la insulina adn

ministrada por via intraVenosa no modificaba la curva de toleranm

cia a la leVulosa respecto de las curvas obtenida con pacientes
no insulinizados.

Emplearon para sus determinaciones la técnica de Ber­

trand, el métodode HagedornJensen y la reacción de Seliwanoff.

Más tarde, en el mismo año, dichos autores comunicaron

los resultados obtenidos por determinación de la oxidación de azú­

cares y formación de glucógeno en el organismo.

Determinaron el metabolismo de ratas en distintos grados

de ayuno. Las ratas luego de un ayuno de 48 horas absorbian y oxi­

daban menos levulosa que ruega de‘un ayuno de 24 horas. Comprobau

ron que, después de la adminjatïezión conjunta de levulosa e insum

lina2 ocurria'un menor depósito de glucógeno hepático y aumentaba

la oxidación de levulosa en los tejidos con relación a lo que se
observaba en ratas no insuliniauüas.

Estos autores manifestaron que si bien era cierto que 1a
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levulosa tenia su umbral renal característico, este debia ser muy

bajo, sobre todo cuando era inyectada intravenosamente, pués en

este caso pasaba por los riñones directamente sin pasar antes por

el higado, el cual según ellos, es un factor muyimportante en la

fijación de la levulosa presente en la sangre.

Supusieron que la tolerancia a un determinado ¿lúcido es

una medida de la capacidad máximade los tejidos para eliminar di­

cho glúcido de la sangre.

En el caso de la levulosa, cuando se inyectaba conjunta­

mente con insulina, disminuia la capacidad de formación de glucóge­

no en el higado pero al mismo tiempo aumentaba la formación de glu­

cógeno muscular y la oxidación en los tejidos evitándose asi la 1e­

vuloSuria. (13).­

Por eso, la insulina no tenia efecto apreciable en la eli­
minación más o menos rápida del glúcido presente en la sangre, como

en el caso de la glucosa, pues lo único que hacia variar era la rev

lación de eliminación de la levulosa sanguínea por parte del higado

y el tejido muscular, pero sin variar la cantidad total de levulosa
eliminada de la sangre en un cierto intervalo de tiempo. En cambio

en el caso de la glucosa, la curva de tolerancia aumenta con la ad­

ministración de insulina pues en el higado también se acelera la

formación de glucógeno, cosa que no ocurre con la levulosa.

En resumen, la diferencia entre el aprovechamiento de

glucosa y levulosa con administración de insulina por inyección ig

travenosa consiste en que en el caso de la glucosa aumenta el depó­

sito do glucógeno tanto en el higado comoen el tejido muscular.

con relación al normal, mientras que en el caso de la levulosa auw

menta la oxidación en el músculo a expensas de una disminución del
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depósito de glucógeno en el higado, pero sin aumentar 1a cantidad

total de levulesa separada de la sangre.

En cambio cuando la insulina es segregada por el organis

mo de acuerdo a las necesidades del mismo, estos mecanismos actúan

en forma ordenada y equilibrada no existiendo en ese caso un mayor

utilizamiento delgiúcüe en los tejidos a expensas del glucógeno

hepático.

Por su parte Benedict en 1928 (14) manifestó que normal­

mente no existia en la sangre ningún otro hidrato de carbono que

no fuera glucosa.

En el año 1929 Corley (15) experimentó sobre conejos y

comprobe que la levulosa aparecía en pequeñas cantidades en la

sangre de los mismosluego de la administración de levulosa por
via entérica.

Administrando 2 gr. de levulesa por Kg. de peso por via

intravenosa observó que esta desaparecia totalmente a los 90 mi»

nutos de la inyección de la misma.

Una leve disfunción hepática, provocada mediante sustan­

cias hepatotóxicas, no modificó mayormentelos resultados. En

afecciones más acentuadas, provocadas con los mismos agentes he­

patotóxicos, se observó un ligero efecto en algunos cases. Sólo

observaron un efecto apreciable empleandodosis masivas de estos
tóxicos.

La levulosa inyectada simultáneamente con insulina pro­

tegía al conejo del shock insulínico, sin demostrar la insulina
ningún efecto sobre la distribución y eliminación de la levulosa.
Si la insulina se administraba intravenosa o subcutáneamente 1 o

2 horas antes del suministro de levulosa se observaba frecuente­
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mente shock y la levulosa desaparecía de la sangre más rápidamente

que en condiciones normales.

Tashiro y Tietz en cl año 1930 (16) comprobaron que la

levulosa se encontraba normalmenteen la orina postprandial, siem­

pre que en la comida se hubieran ingerido sustancias ricas en did

cho glúcido.

En el año 1931 Harding y Selby (17) establecieron que,

dentro dc los límites de los metodos analíticos comunes, no se en­
contraban hidratos de carbono fermentesciblos en orina‘de sujetos

en ayunas. De existir algún glúcido presente, su concentración de­

bía ser menor que 5 mg. por ciento y más seguramente encontrarse

por debajo de 2-3 mg. Por ciento. (excluyendo glucosurias)¿
Comodespués de la ingestión de glucosa por la mañana y

con sujetos cn ayunas no se observó aumento de azúcares fermentes­
ciblcs en la orina, supusieron que algunos de los pacientes podrfan

presentar alguna glucuresis no reconocible por los métodos comunes

y que podria deberse a un umbral renal bajo.

El 50%de los pacientes examinados mostraron pequeñas

cantidades de azúcar formentescible en la orina después del almuer

zo. Dos de los nacientes, que no eliminaron azúcares formonteseir

bles en ayunas ni posteriormente a 1: ingestión de glucosa por la

mañana, o de comidas mixtas ordinarias, los eliminaron después de

le in- stïón de gran cantidad ec frutas; asimismootros sujetos le

hicieron luego de la ingestión de jugo de naranja, miel y azúcar

invertidof despues de haber eshrdo en ayunas.

Determinanao curvas ¿o tolerancia a la levulesa pcr in­

gestie; ‘e ¿auge gr. de levujesa se observó la presencia de levv­
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losa en orina.

Tambióntzomprobaronla presencia do glúcidos durante la

tarde, on individuos.quo no los eliminaban por la mañana. Esto fué

atribuido a que en condiciones de alimentación normal, los máximos

de las curvas de tolerancia a la glucosa son mayores que on ayunas

pudiendo llegar a sobrepasar el umbrar renal.

Observaron también que la elevación de dichos máximos

era mayor comoresultado de 1a ingestión-de comidas muyricas en

proteinas o grasas, quo en el caso de comidas muyricas en hidra­

tos de carbono. Todos estos aumentos de los máximosde las curvas

de tolerancia no ocurrian en el caso de la levulosa.

De todos estos fenómenos dedujeron que la levulosa tenia

un metabolismo propio y diferente del de la glucosa.

La levulosa se absorbg comotal a través de la mucosa in

testinal, a una velocidad proporcional a su concentración dentro

del intestino. (18)x La absorción es menosrápida que la de la gin

cosa. Asignando a esta última una velocidad de absorción de lCO,

la velocidad quo le correspondería a la levulosa seria de 67 en

el hombre según Green (19) y de 51 según Cori y Cori (loc.cit.).

Sachs (20) y Manny Magath (21) afirmaron quo el hígado

ora el único órgano en el cual se producía la formación de glucó­

gene a partir de levulosa, para sa posterior utilización comoglg

cosa. En camkio, Bollman y Mann (23 eostuvieron que en el intes«

tino tamïión se produce una tr; sformación de levulosa en glucosa.

Ente 0L cuanto o la utilización de la levulosa mediante el mecanig

mo previo de transformación en glucosa. Por su parte; Steinberg
(23), Griesbacn (24) y McGuisan'(25j observaron que la levulosa



podía ser utilizada por otros tejidos comopor ejemplo el renal

y el muscular, sin transformación previa en glucosa,
h‘ Wierzuchowski (26) llegó a los mismos resultados obteni­

dos por Brezina y Durig (27) y Burger (28), con respecto a que la

levulosa poseía una acción dinámica específica superior a la de la

glucosa cuando ingresaba al organismo,
Conrespecto a la disminución de 1a reserva alcalina

comprobadapor Cathcarl y Markawitz (29), Johansen, Billstrom Y

Eijl (30) y Deuel (31), que ocurre paralelamente con un aumento

del cociente respiratorio y de la lactacidemia.según lo comproba­

do por Steinitz (32) y Campbell y colaboradores (33, 34), ostos
últimos interpretaron todos estos hechos, formulandola hipótesis
de que debido a1 aumento.do ácido láctico en la sangre, éste ae­

tuaba sobre ol bicarbonato de sodio sanguíneo, produciendo una

cantidad equivalente de anhídrido carbónico, que traía comocon­

secuencia el aumentodel cociente respiratorio debido a una mayor

eliminación de C02, con un consumode oxígeno constante.

Según Wierzuchovskyy Sekuracki (35) el hígado transfor­

ma en ácido láctico aproximadamentela quinta parte de la levulo­

sa ingerida, pasandodicho ácido láctico a la circulación con el

consiguiente aumentode la lactacidomia, el cual persiste hasta

dos o tres horas después de ingerida la levulosa. Sterkin y Wen—

gerowa (36) afirmaron que el ácido láctico era eliminado de la

sangre por oxidación o por formación de glucógeno a partir del

mismo.

Según Steinitz (37), cuando la función hepática se en­

cuentra hfectada no se resiente la función glucogenótica respecto
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de la levulosa sino cuando el proceso se encuentra muyavanzado;
en cambio la capacidad de dondeblar la lovulosa en ácido láctico

es la primera que se ve afectada,<nn ol resultado do que el resto

de la quinta parte de 1a levulosa ingerida, que no es transformada

en ácido láctico, pasa a la sangre comotal aumentandoasí la le­

vulosemia. Asimismo, como el umbral renal para la levulosa es muy

bajo, toda vez que se produce una hiperlovulosemia, ocurre la le­
vulosuria.

Blatherwick, Bradshaw, Ewin y Sawyer (38) opinaron en

1940 que si bien era cierto que se habían publicado hasta esa fe­

cha numerosos trabajos y se habían propuesto gran cantidad de teo­

rias sobre el metabolismode la glucosa y la levulosa no existia

todavía ninguna teoría completamentesatisfactoria. Dichos autores

observaron que en personas con levulosuria funcional no habían en»

centrado aumento de ácido láctico en sangre con respecto al que se _

encuentra normalmente.

Sustentaron la hipótesis de que el higado enfermo sería

incapaz de efectuar las etapas del metabolismo de la levulesa como

podria hacerlo el hígado normal. Por le tanto atribuyeron esa fal­

ta de aumento de la lactacidemia a esa incapacidad por parte del

hígado enfermo de efectuar el metabolismo do la lovulosa. Compre­

baron además que la administración de levulosa por vía entoral en

ratas :¿rmales tenía el efecto de producir un aumentodel ácido

láctico heeatico y muscular 50%mayor que el producido por la glu­

cosa. La producción intermedia de ácido láctico en el metabolismo

de 1a lovulosa justifica los cocientes respiratorios mayoresobse;

vados Luegode la administración de levulosa, respecto de los eb­



sorvados luegñ de la ingestión de glucosa.

Por su parte Sterkin y Vengerowa (39) comprobaron que

en sujetos con afecciones hepáticas provocadas mediante la admi­

nistración de agentes hepatotóxicos, se observaba una disminución

en la eliminación de la levulosa sanguínea, que permanecía sin mg

tabolizarse, con la consiguiente mermaen la hiperlactacidemia

que deberia producirse normalmente.

Nutter y Murtin (40) encontraron que cuando se introdu­

cIa en el estómagode ratas fatigadas obligándolas a nadar, solu­

ciones dc glucosa y levulosa, esta última era absorbida más len­

tamente. Comprobarontambién que la glucosa era superior a la le­

vulosa para formar glucógeno hepático durante la primer hora de

recuperación. La levulosa se aproximaba a la efectividad de la

glucosa en la segunda hora y on la tercer hora se hacía más efec­

tiva.

En el músculo, durante la primera y segunda hora se cb»

servó una mayor efectividad de la glucosa para formar el glucógc­
no muscular, pero sin una gran diferencia con respecto a la levu­
losa.

Linnewek (41) afirmó en 1941, que si bien en general

se daba, por aceptado el hecho de que el glucógeno formado a par­

tir de glucosa, ora más fácilmente movilizable que ol formado a

partir de levulosa, el fenómenoera discutible. Tambiénhizo no­

tar que la causa de una levulosuria no podía ser debida solamente

a trustornos hepáticos, sino que probablemente so debia a un de­

focto de algún proceso enzimático. .

Por su parte Sachs, Sternfel y Krauss (43) encontraron
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dos casos de levulosuria esencial con pruebas de funcionamiento

hepático y renal normales. ObserVaronpoco aumento en la lactaci­

demia, luego de la ingestión de levulosa.

Suzuki (43) comprobócomoTashiro y Tietz (loc.eit.) 1a

aparición de levulosa en orina luego de las comidasyparticular­

mente luego de la cena. La inyección de glucosa provocó un aumento

en la levulosa excretada por orina tanto en el hombre comoen el

conejo. Supuso que la glucosa debia sor parcialmente transformada

en levulosa por el organismo.

Grabfield y Swanson (44) comprobaron, experimentando so­

bre perros, que las inyecciones intravenosas de soluciones hipertó­

nicas de sacarosa, levulosa, glicerol y especialmente sorbitol, prg

dueian diuresis con eliminación de ácido úrico y alantoína, mien­

tras que la glucosa, xilosa, maltosa, galactosa y otras, no la pro­
ducían.

Por otra parte, la disfunción hepática que trae comoconw

secuencia una curva anormal de tolerancia a la levulosa podría te­

ner origen, entre otras causas en un disturbio adrenal. (45) Esta
hipótesis fuó sugerida por Kohler debido a hab er conseguida llevar

a la normalidad curvas patológicas mediante el tratamiento con ace­

tato de desoxicorticosterona, eliminandoasi las dificultades que
parecería existir en el necanians ¿e fosforilación.

Según Douel(loc.citrf fué Strauss (46) el primero en com­

probar el funcionamiento hepático mediante curVas de levulosa en

orina por administración de 100 gramos de levulosa.

Habióndoso demostrado más tarde que la cantidad de levuw

losa eliminada per orina no era representativa de la variación de
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la levulosa en la sangre, McLean y Weslow(47), trataron de me­

jorar los resultados efectuando determinaciones de la variación

de los glúcidos totales en la sangre, luego de la administración
de levulosa. I

Por otra parte, Green, Snell y walter (48) llegaron a

la conclusión de que esta forma de realizar la determinación de

la curva de levulosa en sangre era defectuosa debido a que, cuando

a un organismo se le administra levulosa, por un mecanismono de­

terminado con seguridad, se altera el metabolismo de la glucosa,

produciéndose on un principio un aumento de la glucemia para lue­

go pasar a una hipoglucemia.

Steinitz (49) efectuó pruebas sobre personas normales,

Qeñáticgs y digpóticas, suministrando 60 gramosde levulosa di­

suelta en 250 m1. de té. Consideró comocurvas normales aquellas

en las cuales la levulosemia en ayunas era nula, alcanzaba a los

30 a 60 minutos de la ingestión de levulosa, un máximono supe­

rior a 12 mg. por ciento y antes de las tres horas a partir de la

ingestión, la levulosemia era nueVamenteigual a cero o bien no

llegaba a los 4 miligramos por ciento. Por su parto la levulosun

ria normal no era superior a 0,3 gramos por ciento.

En las igsugigigggias_nggág;pag encontró curvas con 1e­

vuloseuias máximasaltas, especiaiac te en las afecciones agudas

e icterici s simples, y levulosemias persistentes especialmente
en las afecciónos crónicas,

Rivoír, Gayet, Bormnndy Moreau (50) y Stewart, Scarbou

rough y Davidson (El) efectuaron pruebas con técnicas similares

arribando aproximadamente a las mismas conclusiones. Sin embargo
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difieren en cuanto a la levulosemia máximaque puede considerarse

normal.

Para Steinitz 1a curva de tolerancia es patológica cuan­

do el máximoes superior a 12 mg. por ciento; para Rivoir y sus

colaboradores cuando es mayor de 15 mg. por ciento y para Stewart

y colabcradores cuando supera los 18 mg. por ciento.

Castellano y Grinstein (52), considerando la dificultad

de conseguir levulosa pura, basados en el hecho de que la sacaro­

sa se hidroliza on el intestino y se comporta igual al azúcar pre­

viamente invertido con respeto a la curva de ácido láctico en san­

gre que son capaces de producir (53) y teniendo en cuenta las ox­

periencias de Sterkin y Wengcrowa(54) sobre perros normales y sus

conclusiones referentes a que la curva levulosémica obtenida me­

diante el suministro de levulosa es 1a mismaque se obtiene snmia

nistrando una cantidad equivalente de azúcar invertido, decidie­
ron realizar experiencias empleandosacaresa en lugar de levulosa

para determinar las curvas de esta última en sangre de individuos

normales y hepáticos.

Procedioron mediante la administración de 100 gramos de

sacarosa disuelta en 250 m1. do tó aromatizado con limón y extra­

yendo muostras de sangre, on ayunas y cada media hora luego de la

ingestión de la sacarosa, hasta las dos horas de efectuada la mig

me. Extrajcron también una muestra a las 3 horas, totalizando por

lo tanto sois extracciones. Emploaronpara sus determinaciones el

metodo do Herbert por considerarlo superior al de Roe.

Encontraron qle la lovulosomia máximaalcanzada entre

los BOy 120 minutos de la ingestión de sacarosa oscilaba entre 6
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y 9 mg. por ciento, siendo por lo general más persistente que lo

observado por los otros autores. A las tres horas encontraron Va­

lores comprendidos entre 0 y 6 mg. por ciento.

En los casos de insuficiencia he-ót , encontraron le­

vulosemias máximasde hasta 28 ug. por ciento, siendo en general

siempre superiores a 9 mg. por ciento. Tambiénobservaron que las

curvas obtenidas por ingestión de 100 gramos de sacarosa tenian

las mismascaracteristicas que las que resultaban de la ingestión
de 60 gramos de levulosa.

Constataron también que la levulosuria es un Indice de

la capacidad funcional del higado menos sensible y específico que
la levulosomia.

Hornes (55) comprobóque la prueba de tolerancia a la le­
vulosa fallaba al tratar de demostrar disminución hepática en ca­

sos de individuos con síndromes de intolerancia a la terapia anti­

sifilitica en base a arsénico_ylbismuto, aún en casos de enfermos
con disfunción hepática clínicamente evidente.
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La levulosa, llamada también fructosa o azúcar de frutas

Co una cetohexosa levógira que se clasifica comod (-) fructosa

por sus relaciones con la d(+; glucosa. Es el constituyente único

del polisacárido denominadoinulina y se encuentra tambíen combi­

nada con la glucosa constituyendo el azúcar do caña o sacarosa.

Se encuentra al estado libro acompañandoa la glucosa en

la miel y otros productos naturales.

Con cl agua de cal recientemente preparada da un levulo­

seto de calcio insoluble cn agua que se utiliza para poder separar­

la de la glucosa, cuando se obtiene por inversión de la sacarosa.

De este lcvulosato puede recuperarse la levulosa al es­

tado libre por pasaje de 002 a través de una suspensión del mismo

en agua, o bien tratando a esta última con ácido oxálico.
Industrialmcnte so fab rica hidrolizando con ácidos di­

luidos la inulina, que se encuentra en los tubérculos de dalla,

achicoria y diversas alcachofas, la cual se desdobla on d-lovulosa

Es dificil de cristalizar; sus cristales son rómbicos,
duras, anhidros, de punto de fusión 9590 y más difíciles de disol­

ver cn agua que los de glucosa. Es más dulce que ésta y que la sa­

carosa. Asignando a la glucosa un poder eduleorante igual a 100,

la sacarosn tiene un Dolor ciulncrautc igual a 60 y 1a levulosa

uno igual a 170.

Er sente el fenóheno de la mutarrotación; el valor fira:

su poder rotatorio específico es de -92,32‘

En solución existe un equilibrio comoalfandnfructopirar

nosa (alíu3:w21q) y beta-dufiuctopiranosa (alfaD: - 133,5).
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En combinación formando polisacáridos comola inulina

y disacáridos comola sacarosa, se encuentra el estado de fructo-.

furanosa; pero al quedar en libertad adopta la forma de fructo-pi­

ranosa cuya estructura es n50 estable.

Reduce el licor de Fcïiing porque en presencia de álca­

lis se transforma por enolización en glucosa y manosa.

Por reducción se transforma en manita y sorbita y por

oxidación se degrada en ácidos glicólico y tártrico. Es muyresis­

tente a la oxidación por el agua de iodo o los hipoyoditos. Es sig

tetizable en el laboratorio obteniéndose bajo la forma de dl-lcvu­

losa o levulosa racómica que recibe ol nombrede metilonitan, for­
mosa o acrosa. También existe una l-levulosa que es muy parecida

a la l-levulosa comúnpero que no es fermentesciblo por levadura.

Un método práctico para preparar levulosa en el labora­

torio, se encuentra descripto por Rojahn (l) y es el siguiente:

100 gramosdo miel bien cristalizada se tratan en un
mortero con 100 mililitros de metanol mezclando bien ambas sustan­

cias. Se continúa la extracción durante tres horas, con agitación

periódica. Se filtra por Buehner y se lava con una porción poque­

ña io motanol. El filtrado se calienta suavemente en una cápsula

de porcelana tirada. Un: VugevrpurJCJ el uetanol, se enfría la

cápsula con hialc y se disuelve e? resi¿un en diez voces su peso

de agua. a esta solucion se agrega hidróxido de calcio reciente»

monte preparado en cantidad tal que sea un 7% en peso del peso

de La solución. La mezcla se enfría con hielo con lo cual se va

separando poco a poco un precipitado cristalino de fórmula

CEHLZDGCa (OH)2. El precipitado se separa por filtración, se lar
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va con agua, se filtra nuevamentey se suspende en 200 mililitros

de agua. A través de esta suspension se pasa C02 y se filtra el

precipitaío de C03Ca que so forma. El filtrado se concentra has­

ta obtener una consistencia siruposa. Se ceba la solución siruposa

con algunos cristales de levulose pura y se deja cristalizar en un

desecador de vacio sobre ácido sulfúrico. En caso de que la levu­

losa obtenida se encontrara ligeramente coloreada, puede disolver­

se en 3-4 partes de alcohol absoluto hirviendo, tratar con carbón
activo, filtrar y recristalizar.

También puede emplearse etanol de 500 en vez de alcohol

absoluto y :ceristalizvr la levulosa de solución por el agregado

de algunos cristales ee levulose pura,

B Ï B L I O G R A F I A

Zappi E. V., Tratado de Quiúica Orgánica, Ed. El Ate"

neo, segunda Edición.

l) Rojahn C¿A., Preparación de productos quimicos y

quimicaimaaceúticos - Vol. .1, pag. hay-M26,Editorial Atlante

s.A., México, 1942.
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TECNICAS DE INVESTIGACION Y VALORACION DE .LEVULOSA EN

SOLUCIONES PURAS Y EN POLISACARIDOS



.gh...

.1.” MRW! 0.1i.BELEWIQAEÜQIEQQNÁLZUÁAÉ

En el tratado de Feigl (1) se encuentran detalladas va­

rías reacciones para determinación de azúcares reductores por me­

dio do reactivos'tales comoel clorhidrato de trifeniltetrazolium,
hipoiodito de magnesio, solución alcalina de azul de metileno, so­

lución alcalina de dinitroacetanilida, clorhidrato de m-fenilendis
mina, y reactivos comoel de Nylander y el de Tollens, aplicables

a pequeñas cantidades de azúcar. Sin embargo ninguno de ellos es

especifico de la levulosa.

Menciona, entre otros, dos métodos que pueden servir pa­

ra la identificación de levulcsa ya que dan con 1a mismacolora­
ciones caracteristicas°

Dichos métodos son los gie se Uescriben a continuación:

A) Beaccíón con elkácido cramotrópizo (1-8-dihidroxinaftalan-3—6­
disulfónico;
Si bien está indicada principalmente para la investigación del

formaldehido, es aplicable a1 reconocimiento de levulosa. Cuando

el formaldehído se calienta con ácido cromotrópico en un medio sul
fúrico fuerte, se desarrolla un color violeta rosado. se descono­
ce el mecanismo de 1a reacción.

Reactivoa; Acido cromotrópico (sólido)
Acido sulfúric: a; 72% ‘ICO ml de agua más 150 ml

do SO4H2concentrado),

A 9 ml. de 50.2115.“37273se agrega una gota de la muestre

y una pequeña cantidad de ácido cromotrópico. Se coloca el tu­

bo durante dlüb minutos en un baño de agua a 60°C. Se deja en

friar y se observa.
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El eldehido glicérico, la arabinosa, 1a levulosa, la sacarosa
y pequeñas cantidades de furfural dan color amarillo. Los deriva­

dcs halog nados de los ácijos aromáticos comoel benzoico y el fe­

nilacétíco, dan colar rojo vinnsc,
B Reacción con el ácido DL?3°&lOLüJïbóniCO

L L7

El ácido glioxálico y el mesoxálíco producen un precipitado

azul. El formaldhido y la acroleína danczolor anaranjado, 1a le“
vulosa da color verde oliva.

geactivogg Acido pirogalolcarbónico (12)
Acido sulfúrico concentrado

Técnica: A una vsta do le muestra colocada on un microtubo se

Se lo agrega un paco de 5"ido pirogalolcarbónico y 1 ó 2 gotas

de SOhH2concentrado. Lu mï¿elg ac enfría colocando ei tubo

en agua“ A continuación ¿e agregan 0,2 a 0.7 m1 de SOhH2con"

centrado. Se coloca el tubo en agua a hOFCdurante Solninutos
..y se observa el color GSSHJP0113dO‘

I ' DETERMINACTOHDE LEanOSA EN SOLUCIONES PURAS

Glick (2) describe las siguientes reacciones para 1a de»
terminación de levulosa.

El)922931329299
Esta modificacion a A“rawheiín original con difenila­

mina fué propïesta por Robhoufuoser :5) en 1909, siendo más tardo

mejorace pc: Dicnhe ( ) en 1929 y 1951 (5,“

A 1,5 r1 de la solución de cetohexosa conteniendo 10 a

50 microgramos ü; la misma, se agregan 5 m1 de un'reactivo prepa“

rado vezciendo 1 miiiiitro de solución de difenilamina al 10%GL
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etanol (previamente recristalizada dos veces de etanol al 70%),

con 9CmiFilítros de ácido acético glacial (p.a.) y 100 mililitros

de ácido nlorhídrico concertredo (p,a.). La solución se calienta
a loce durante 10 minutos. S“ desarrolla un color azul. Todas las

cetcnexosas producen este ¿oïwfi, siendo la intensidad del mismo
50 a 60 veces menor para las cidobexosas que para las cetohexosas.

Si el calentamiento se prolonga durante 60 minutos, el color des­

arrollado por las aldohexosas se aproxima al desarrollado por las

cetohexosas. Las cetopentosas, cetotriosas y cetotetrosas dan co­
lores amarillos y verdes que escasamente interfieren en la deter­

minación de las oetohexosas, Los ácidos hexurónicos y las heptulg

sas producen colores pardo rojizo y violeta, que pueden llegar a
interferir si estas últimas sv hallan en cantidades considerables.

El color de las cetohexosas tiene un espectro de absorción carac­
terístico alto, con un máximoen 655 milimicrones y otro entre 520

y 525 milimicrones y con un minimo en 560 milimicrones. El color

pardo rojizo de los ácidos hexurónicos tiene un máximoen 520 mi­

limicrones y un segundo máximoen la Zona azul del espectro, mieg
tras que las heptulosas muestran un sólo máximoen 560 milimicro­
nes.

2) ggaggión con resorcina y ácido clorhídrico de acuerdo a la teó­
Hïffi;fiínlíï (¿>7}'

Esta Tasaciofi¿ ¿enrriptg “Higinariamente por Seliwanoff

(15), ¡vá modificada por ho: a rin de aumentar su especificidad y
sensibilidad.

A un mililitro de solución conteniendo 10 a 50 microgrg

mos do cet0hex0fia, se agregan u ml. de un reactivo preparado me:u

Claudd 7 partes do CZHal 50% (5 volumenes de ClH conc. y 1 vólu
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un de me), con 1 parte de un roaetiv. preparado¿“cuando
0.1 enanos de "serena y 0,25 gramosde tiene. en 100Il M
ácido acético glacial. La solución se calienta durante 10 minu­

tos en un baño de agua a 80°C, agitando frecuentemente. Se enfría

luego con agua corriente. Se desarrolla un color púrpura.

El color púrpura es de especificidad relativa. El aldehi
do glicólico, el adenosin S-fosfato y las heptulosas tanbien lo
producen. Por su parte, las cetopentosas producen colores que van

desde el amarillo al verde y que pueden ser de considerable inten
sidad. Las aldohexosas reaccionan en igual forma pero con mucha

menorintensidad; la relación entre los coeficientes de extinción

de la levulosa y 1a glucosa es de 70, aproximadamente.

Las cetohexosas muestran un máximode absorción en los

515 milimicrones.

Existe una diferencia significativa en las formas de

las curvas de absorción de la fructosa, sorbosa y tagatosa, so­

bre todo en la parte azul del espectro. La intensidad es muchomi
yor para 1a tagatosu que para 1a levulosa y mayor para esta que

para la sorbosa, mientras que los coeficientes de extinción en

515 milimicrones no difieren entre si más de un diez por ciento.

5) Reacción con cisteina, csrbazol y ¿cido sulfúrico. (8)

m1. de solución conteniendo l a 10 microgramos deP.-IA

cetohexesar, se agregan 0.2 m1de clorhidrato de cisteina a1

1.273,5 m1 de arg-#2 a1 75% el: volumen y 0.2 ml de carbazol al 0.1%

en etanol. {El carcazol debe haber sido recristaliZado dos veces

de benceno): Después de agitar la mezcla, se deja estar a tempe­

return ambiente, se desarrolla un color violeta que alcanza su
máximaintenrfiíad “ara Ías cetohexosas, lucy; de 18 horas.
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Esta reacción debe considerarse comogeneral de los ce­

toazúcares, pues tanto las cetohexesas comolas cetepentoeas reac­

cionan con 1a misma intensidad. El desarrollo del color es muydis

tinto en el caso de la ribulcsa que el dado por las cetOheXOSaB:

dado que el máximode intensidad se obtiene a los 15 minutos, per­

manece constante durante algunas horas y luego decrece. La sorbosa

y la tagatosa reaccionan como1a levulosa. Las aldohexosas produ­

cen el mismocromógeno. El coeficiente de extinción.de la glucosa

luego de l hora es 1/hoo del de la levulosa y luego de 18 horas

de sólo 1/100.

Las cetohexosos muestran un sólo máximode absorción en

560 milimicrcnes. Las cetopentosas muestran un color más rojizo

con un máximode absorción en 540 milimicrones y un coeficiente

de extinción, a las 18 horas, menor que la mitad del de la levulg
sa. Las aldopontosas reaccionan como las cetopentosas pero más

débilmente. El máximode absorción para las heptulosas varia para

cada una desde 565 a 580 milimicrones y cada miembro difiere con­

siderablemente de los otros en sus coeficientes de extinción y de

máxima absorción. (9)

El " DETERMINACION C‘IAÑ'TITATIVA DE CETOHEXOSAS EN

La inulina y los 13?ülüfl€fi03son los unicos polisaoári­

dos conteniendo cetchexosas, ¡ue ha: sido determinados. (lo).

Nocs necesario efectuar una hidrólisis previa para de­

terminarlos por cualquiera de las tres reacciones descriptas an­
teriormente.

Comparaciónde las reacciones doscriptas en II
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En.cualqpiera de las tres reacciones desoripta| la den­
sidad óptica de la solución y el máximode absorción son propor­
cionales a la concentración del hidrato de carbono. En el caso de

la reacción de la difenilamina, ésta se aplica tanto nl máximode

655 milimicrones como al de 520 milimicrones.

La reacción conrcisteïna y carbazol es la más sensible

de las tres y la de nos la menos sensible (11). La relación de los

coeficientes de extinción de las ceto y aldohexosns es tambiénlmás

favorable en el caso de la primera. Esta reacción parece también

ser menosinfluenciada por la presencia de proteínas que las otras

dos. En combío la reacción con cisteínn y carbnzol tiene comoin­

terferentes lo: hidratos de C'flbonc de cadena corta, y algunos

cetonzúcares y cetcnldehidcs “e ocurriendo los mismocon la reac­

ción de la difenilamina. En al caso de polisncáridos, esta dife­

rencia es insignificante.
El ácido hexurónico interfiere en la reacción de la di­

fenilamiaa muchomás que con las otras dos reacciones y puede lle­

gar a hacer dudosa la aplicación de 1a primera.
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METODOSEMPLEADOSPOR Los DISTINTOS AUTGRESvsuctomnog

EN ELERESE‘NTE '“RABAJO

Reacciones con resorcina

Reacciones con
medio alcalino

Reacciones con
o levaduras

Reacciones con

5.1.9519. 9B.

enzimas

sales
biliares

Reacciones coo
difenilamina

{

í

í
f

k

Seliwannof

Folin y Berglund

Kronenberg y Radt

Roe

Steinitz

Romjin

Cajari

Alles y Winegarden

Castellani y Taylor
Harding, Nicholson y Armstron¿
Campbell y hanna
Raymond y Blanco

Tashiro y Tietz
scott
Jordan y Pryée
Reinecke

Ihl y Pechmann
van Creveld
hadt
Cerleg
Óppel
steinutz y von Riesen
Patterson
Herbert
Alving, Rubin y Villar
Harrison
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El primero en encarar en forma eyectiva el problema de

la investigación de levulosa fué Seliwanoff, (1) quien en el año

1887 propuso la reacción qU3 Ïleva su nombre.

Esta reacción consiste en tratar la leVulosa en solución

acuosa, con ácido clorhídrico 12 por ciento y resorcina. Efectuan­

do un breve calentamiento por un espacio de tiempo no mayor de 30

segundos, se desarrolla un color rosado, y se produce un precipi­

tado rojo soluble en alcohol en caso de ser positiva la reacción.

La glucosa también es capaz de producir esta coloración,

pero es necesario calentar durante un tiempo mayor.

la resarcing guede ser reemplazada por otras sustancias

tales comoel alfa-naitol, la Iioroglucina, la vainillina y la nai»

to-resorcina, siempre que se trabaje en medio clorhídrico. Son faï

tores imporfiahtes la concentración del ácido clorhídrico y el tiem
po de calentamiento.

En el año 1922, Folin y Berglund (2) adaptaron a la de­

terminación de hidratos de carbono en orina, el método de Folin y

Wupara glúcidos en sangre. Eliminaron los cuerpos reductores y

sustancias coloreadas de la orina por medio del reactivo de Lloyd,
basado en una tierra de Fuller concentrada. Para el reconocimiento

de la levulosa utilizaron la reacción se Seliwanoff.

En el año 1927, Kronenbers y Radt (3) emplearon 1a reac­

ción de seliwanoff para determinar levulosa en filtredos de sangre

desproteinIZuda con ácido tricloroacético. comprobaronque las sai
gres normales daban color pardo con este método, por lo cual cuan­

do trataban de dosar lavulosa, tenian dificultades para igualar e
tinte del desconocido con el del testigo.
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Mayoresdificultades tuvieron cuandotrataron de deter­

minar levulosa en orina debido a la gran cantidad de sustancias

interfersntes presentes en la misma. Posteriormente abandonaron

este método para adaptar la técnica de van Crevel (h) publicada
ese mismo año.

Roe (5) comprobó en 193h que la sensibilidad de la reac­

ción de seliwnnorf se hace 13 veces mayor si se emplea ácido clorhi

drico 18 por ciento en lugar del de 12 por ciento empleado por Se­

liwanoff en su reacción. Observó además que no era conveniente

usar un ¿cido clorhídrico más concentrado que el arriba menciona­
do.

Comprobótambién que podían aumentarse las condiciones

deshidratantes del medio por agregado de etanol de 95°, pues se­

gún él, la renación se debe a una deshidratación de la levulosa

por parte del ácido clorhídrico, en presencia de resorcina. Tam­

bién comprobóque el alcohol etílico actúa comodisolvente del

producto coloreado produciéndose un color más estable que c1 ob­
tenido en medio acuoso,

Habiendo observado que en estas condiciones también se

producía una pequeña coloración con soluciones de glucosa, cuan­

do trabajaba a lCOQC,suprimló este inconveniente efectuando el

calentamiento a 805G. según nos, trsbajanóo a esta temperatura la

glucosa no interfiere, sierpre que se encuentre en una concentra­

ción inferior a los fi gramos por litro, pudiéndose determinar por

lo tanto levulesa en presencia de glucosa en sangres y orinas n03
males.

Cuandoaplicó su método a filtrados obtenidos con ¿ci­

do túngstico observó que se obtenía un color pardo que atribuyó
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a una sobredesidratación de la levulosa. Por ello adoptó el méto­

do de desproteinización de Somogyi.

ENcuanto a su aplicación a la orina, se presentaban

grandes dificultades debido o la presencia de pigmentos y elemen­

tos Celulares. Probó sin mayoréxito agentes clarificantes tales

como las sales de plomo, mercurio, plata y uranio y agentes absoE
bentes comoalgunos silicatos. Esta dificultad se salvó finalmen­

te mediante el empleo de carbón activo lavado con ácido acético

para eliminar los constituyentes básicos del mismoy reactivado

mediante calentamiento hasta la proximidad del rojo. Para poder

obtener en su mezcla con la orina un pHde 5.1 a fin de evitar la

adscrción de levulosn que se produciría a un pH mayor, agregó áci

do acético en la prOporción que se indica más adelante.
Los reactivos empleados por Roo son los siguientes:

solución de resorcina al 0.1%en etanol; Se prepara disolvien­

do 0,5 gramos de resorcina en 500 ml de etanol de 95°.

Debe renovarse cada dos meses.

Acido clorhídrico al sogg Se obtiene agregando 5 partes de 01H

conc(d:1.19) a 1 parte de agua destilada.

Solución madre de levulosa: Se prepara disolviendo l gramo de

levulosa en loo m1 de soiuaifiu saturada de ácido benzoico en

agua destilada.

Scluciincs testigo de levulosa: 30 ottienen diluyendo conve­
nientemente la solución madre de forma tal de obtener solucio»

nes con concentraciones de Levulosa 0.], 0.05 y 0.025 mg por

m1. La solución madre debe diluirse con agua destilada saturar

da de ácido benzoico.
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Reactivos de desproteinización<ie Somogyi:

Solución I: SOth. 7H20 al 10%en agua destilada.

Solución II: NaOH0.5 N.

Ambas soluciones deben ser hechas de forma que 10 m1 de 1a so­
lución I, diluida a itvii m1con agua destilada requieran el

agregado do 10,8 a 11,2 m1 de 1a solución II para obtener un

color rosado permanentecen fenolftaleina.

Carbón actiVadc lavado con ácido: se colocan 100 gramos

de carbón activado en un embudoprovisto de papel de‘filtro y se

cubren con 500 m1 de ácido acético a1 10%. Se deja filtrar y se

lavan con 1000 ml de agua destilada. Se transfiere el carbón a

una cápsula de porcelana y se calienta progresivamente hasta que

el agua se haya evupcradO, luego de lo cual se aumenta la tempe­

ratura hasta llevar el carbón al rojo incipiente manteniéndolo

asi durante 15 minutos.

Hétodo para sangre:

A 1 m1 de sangre se agregan 7 m1 de agua destilada, es­

perando algunos minutos hasta que se produzca la hemólisis. Se

agregan entonces 1 m1. de solución I y 1 ml de solución II. Se

agita vigorosamente y se filtra. Se coloca en tubos de ensayo 2

ml del filtrado y 2m1. de las soluciones testigo respectivamente.

A cada uno de los tubos so sgiegan 2 mi de la solución alcohólica

de resorcina y 6 m1 de La gc-¿s;óu de ¿cido clorhídrico. Se mez­
cla el contenido de cada tat' 7 se colocan los mismos en un baño

de a ua a 80°C durante 8 mínazos transcurridos los cuales se en­i

frian los tubos con agua corriente. El desconocido se compara a1

colorimetro con el testigo cuyo color sea más parecido.
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Los testigos permiten determinar con.exactitud la canti­

dad de levulosa presente siempre que se encuentre en una concen­

tración comprendida entre 25 a 100 mg pq' 100 m1 de sangre. Tam­

bién permiten la determinación de cantidades de levulosa compren­

didas entre lo a 25 y 100 a 230 mg por 100 m1 de sangre, pero con

los pequeños errores inherentes a la ley de Beer.

Para cantidades de letulosa próximas a 10 mgpor cien ml

de sangre resulta conVeniente efectuar la desproteinización en

una dilución de 1:5 en lugar de la dilución 1:10 efectuada. Si la

sangre contiene más de 200 mg de levulosa pa' cada 100 m1 de la

misma, os conveniente diluir en forma apropiada el filtrado efec­

tuado en 1a proporción 1:15;

Cálculos: y. :7 x ¿9:57 rm: de levulosn por 100 ml de sangre
T; lectura (enel testigo

D lectura en la incógnita
C concentración del testigo utilizado

Método para orina:

Se colocan 2 ml de orina en un erlenmeyer pequeño y se

agregan 18 m1 de ácido acético al 1 por ciento y 0.2 gr de carbón

lavado con ácido y reactivndo, Se agita vigorosamente y se deja la

mezcla durante cinco minutos2 agitando de tanto en tanto. se fil­

tra por papel filtro de ports finos. Se .olocan 2 m1del filtrado

en un tubo de ensayo y en 01:95 tantos tubos, igual volumen de las

soluciones teat1¿os de las mismasconcentraciones que para sangre

pero obtenidas en esta oportunínad por dilución de 1a solución me”

dre con los corresgonúisntes vclúmenes de ácido acético al 1 por

ciento en lugar de utilizar para ello la solución saturada de áciv

do benzoico, a fin de poder tener la misma concentración de ácido
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acético tanto en los testigos comoen la incógnita. TambiénPueden

utilizarse para este fin los testigos empleadospara la determina­
ción en sangre, pero en este caso se comete, según al autor, un

error de alrededor del 3%.

Se avregan a cada tuLc 2 ml de la solución alcohólica

de resorcina y 6 ml de la solución de ácido clorhídrico. Se co­

locan los tubos en un baño de agua a 809G. durante 8 minutos. Se

continúa igual que para sangre. Si la orina contiene proteinas.
debe desproteinizarse igual que la sangre. A 10 m1del filtrado

desproteinizadc se agregan 0.1 m1 de ácido acético glacial y 0.1

gramos de carbin, procediendo luego como con la orina normal.

Segdn Roa, es importante medir exactamente los cantida­

des de los reactivos y la intensidad del color deoende de las con­

centraciones de etanol y 01Hpresentes. E3 muy importante que las

mismas cantidades de ambas sustancias sean agregadas tanto al des«

conocido como a los testigos. En canbio observa que un exceso de

resorcina por encima de la cantidad dada en su método no tiene ma­

yor importancia. Las condiciones de calentamiento y enfriamiento

deben ser idénticas para todos los tubos.

El color cereza obtenido responde a la ley de Beer y es

proporcional a la cantidad de levulosa presente.
El ácido acético fan ampïeadc por Roe para poder obtener

un pH de alrededor de 2.9, a ":r evitar 1a posible adsorción de

levulosa por parte del carbon nativo si se trabaja a pH. 3.1.

En la aplicación de su método a la orina de personas noi

males encontró que si estas se encontraban en ayunas el ensayo er;

negativo, pero que era posible encontrar y dosa* levulosa en la
orina de personas normales recogida posteriormente a 1a ingestión
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de comidas ricas en dicho hidrato de carbono.

También observó que su método puede ser interferido por

cantidades de glucosa, galactosa y xilosa superiores a 3,5 y 10

gramospor litro respectiVamente, y por el furfural.

En 1.958, emanan- (6, aplicó el método de Ros a la deter­

minación de inulinn en plasma y orina. Constató la exactitud del

método de Roe, siempre que se trabaje dentro de límites precisos

de tiempo, concentración de ClH, etanol, azúcar y temperatura.

Comprobóque es imposible la determinación exacta de

inulina por lOs métodos uC reducción. También observó que la san­

gre de íudividuos en ayunas, es capaz de desarrollar un color co­

rrespondiente s 1 é 2 mn de lowulosa por ciento. Observó que el

métodoutilizado era capaz de apreciar bajas concentraciones

de inulina en orina y que por lo tanto, para la determinación de

la filtración glomerular era suficiente dar solamente 10 gramos

de inulina a un individuo de 70 kg de Peso, con lo cual se obte­

nían valores de 20 a ho mg de inulina por ciento en plasma, can­

tidad suficiente comopara obtener reacción positiva en la orina.

Romjin (7), en el año 1897, ideó un método de reconoci

miento de cetohexosas en presencia de aldohexosas, por destruc­
ción de estas últimas mediante una oxidación con iodo en medio

alcalino, de forma que solamente las primeras quedaban en solu­

ción y podían reconocere: por ¿a pfliv: reductor.

En el año 1922, Cajas; {9) modificó la reacción de

Romjin utilizando un medio almalino dado por carbonato de sodio

en lugar de hidróxido de sodio y la aplicó a la diferenciación

de aldo y ceto hexosas en plasma. Trabajó sobre lO ml de plasma

conteniendo diversos glúcidos agregando 2 m1 de solución de car"
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bonato de sodio al 15 por ciento y 15 m1 de solución 0.1 N de iodo.

En el año 1923, Alles y Winegardan (9) emplearon un mé­

todo basado en el de Cajari y observaron que en el término de 160

minutos la glucosa era oxidada totalmente, mientras que en el mis­

mo intervalo de tiempo solamente resultaba oxidado un seis pOr

ciento de la levulosa originariamente presente. E1 reactivo em­

pleado por estos autores consiste en una solución de iodo 0.025

molal en 0.06 molal de ioduro de potasio.

1 10 m1 de esta solución agregaban 15 ml de solución de

COBHNa1 molal, o bLer en reemplazo de esta última una solución

0.5 molal de POhHNa2y agregado todo esto de 15 ml de agua y 10

ml de una solución del ¿lúcido al l por mil.

Dejaban estar a temperatura ambiente (22-2390) con lo

cual iba desarrollándose la reacción. Cuandodeseaban detenerla

agregaban 5 m1 de ácido sulfúrico.

Para poder dosar 1a levulosa efectuaban la determinación

de los azúcares reductores antes y después de la oxidación con

iodo. El método resultó poco sensible.

Castellani y Taylor (10) emplearon en el año 1922 una

fermentación diferencial mediante el empleo de levaduras y Harding

Nicholson y ¿rmstrong en 1935 (ll) emplearon suspensiones de Pro­

teus vulgaris para fermentar selectivemente la glucosa.

En el año 1950. Tcshlr‘ y Tfietz (12) propusieron una

reacción basada en el empleo de Las sales de los ácidos biliares

contenidas en la bilis de buey, disueltas en etanol para poder
conserVarlas.

Para efectuar la reacción, evaporaban un volumenapropi¿

do de 1a solución alcohólica u fin de tener una determinada canti
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dad de sales biliares, que era disuelta en agua para su aplicación

comoreactivo. Mezclaban partes iguales de la solución acuosa de

sales biliares y de ácido sulfúrico comnntrado, con lo cual se e13
vaba la temperatura. Al agregar una gota de la muestra, la tempe­

ratura descendía hasta alrededor de 85°C; dicha temperatura era

considerada comoóptima por los autores. Conseguían desarrollar

en esta forma una coloración violácea, que comparabancolorimétri

camente con la producida por los testigos, preparados simultánea
mente.

Sedán los autores el método resultó bueno para determi­

nar levulosa en plasma. pero en su aplicación a la orina falló de­

bido a que siempre se obtenía una reacciónpositiva debida a alguna

sustancia interferente presente en ella y QIGaparentemente no se

encuentra presente en el plosma. comprobaronque la glucosa también

daba esta reacción cuando se encontraba presente en concentracio­

nes superiores al lO por ciento.
En 1926, Campbell y Hanna (15) adaptaron una técnica prg

oia que habían empleadopara la determinación de dihidroxiacetona.
Dicho método se basa en la reducción en caliente del ácido fosfo­

molibdico y posterior titulación de molibdenoreducido, por per­

manganimetria. Estos autores afirmaron poder diferenciar la kyvu­

losa de la glucosa, pero el método no tuvo éxito por no ser espe­
cífico de la levulosa.

Raymond y Bianco (1L? en 1928 tomaron en cuenta las ob»

serVaciones de somogyi sobre la adsorción de la glucosa por parte

de 1a levadura de panadería y la no adsorción de la levulosa y

otros azúcares por parte de la mismn. Trabajaron sobre 0.3 m1de

sangre, de los cuales emplearon 0.2 para la adsorción y 0.1 para
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la determinación de azúcares totales por el método de Hagedorn y

Jensen. Mediante este método se recuperaron cuantitativamente de

su solución, sustancias tales como1a dihidroxiacetona, xilosa,

ribosa, arabinosa, lactosa, galactosa y maltosa, que pasaron al
filtrado sin ser retenidas por la levadura de panaderia.

En_Cambiola levulosa, manosa y sacarosa se absorbian

parcialmente, aumentando dicha adsorción con el tiempo que se dE
Jaba estar en contacto la solución con la levadura. Debido a ello

emplearon un tiempo de 2 minutos, considerado como óptimo por los

autores.

En el caso de la levulosa, la adsorción variaba también

con la concentración de dicho azúcar y el estado de la levadura.

Por su parte, la glucosa se adsorbia cuantitativamente, hasta en

concentraciones de 500 mg de glucosa por cien mililitrOS de san­

grs.
La mismaadsorción parcial para los otros azúcares se

cumpfiaen la sangre, salvo en el caso de la maltosa que cuando se

encuentra disuelta en ésta, resultaba mas adsorbidn.

Scott (15), en el año 195h, efectuó una reacción en pre"

sencia de levulosa que luego aplicó en 1955 (16-17) a la determi­

nacióncie ésta. Empleóel método de somoayi para desproteiniZar y

concentró el filtrado obtenido en presencia de una pequeña cantiv
dad de ácido acético llevando EL mi de filtrado hasta un volumen

de 1.5 m1. El filtrado lo Ohtanfe engloando 5 m1 de sangre y tra­

bajando con los reactivos de somogyi en la misma proporción pero
quintuplicando el volumen de cada uno de los mismos. Utilizó un

testigo de levulosa al 0.01 por ciento en solución saturada de áa¿
do benzoico, tratado en forma idéntica que las sangres y llevada
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a cabo simultaneamente.

A 1.5 m1 de concentrado, agregó 5 m1 del reactivo cons­

tituido por una solución de tauroglicocolato de sodio al 2,25 por

ciento e: etanol, y evaporó a sequedad. Luego agregó 10 ml de ClH

concentrado y calentó a hcüc durante 53 minutos, obteniendo una

coloración rojo púrpura. Una vez enfriados los tubos efectuó la

comparacióncolorimétrica.

Describió también una técnica aplicable a pequeñas can­

tidades de sangre obtenibles por punción del pulpejo del dedo.

La aproximación de este método, según el autor, es de

más o wenos l mg para 5 a 20 ng de levulosa presente. sin embargo

el método no da resultados constantes.

En el año 1938, Jordan y Prydo (18) ensayaron varios

compuestos de núcleo indólico y algunos aminoácidos comoreacti­

vos para determinar levulosa. De todos ellos el que dió mejor re­

sultado fué el escatol pues desarrolló un color rojo púrpura seme­

Jante al del permanganato de potasio. comprobaron que también reag

cionaban el ácido glioxilico dando color azulado y las pentosas

color marrón anaranjado. Emplearon este método para hidratos de

carbono puros en estado sólido y anticiparon la posible aplicación
de su método a la determinación de levulosu en liquidos biológi­

cos. La única experiencia que cfcctuaron al respecto fué 1a deter­

minación de hasta ho mgde levulosa aarcgcda a plasma, en presen­

de 120 mg de glucosa.

Trabajaron sobre 5 a AOmg de sustancia, a los que agrg

garon lO mg dc escatol recristalizado y 10 m1de ácido clorhídri­

co ccncentrado. Calentaron durante 50 minutos a una temperatura

de 58-h00C. La levulosa, durante ese tiempo y a esa temperatura
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desarrollaba color violeta, no ocurriendo lo mismocon la glucosa.
Para comprobar si era esta última, colocaban el tubo en un baño

de agua a 80°C durante 15 minutos, en cuyo caso se desarrollaba
la colorpción.

Calentaban primero p ln tenperaturn nenor, porque sola­

mente la levulosa desarrollaba: ol color a esa temperatura, mien­

tras que la glucosa sólo lo hacía a 80°C. Comoambos glúcidos da­

ban coloración a los 80°C no era posible discriminarlos si se ca­

lentaba directamente a dicha temperatura.

Luego del calentmnicnto cgregaban alcohol etílico para

intensificar la coloración, ya que este disolvía el exceso de es­
catol, que absorbia parte del producto coloreado cuando se encon­
traba en solución acuosa ácida.

Reinecke (19) en 19h2 aplicó la reacción de Jordan y

Pryde a liquidos biológicos. comprobóque la gran sensibilidad

de la misma se ve muy disminuida cuando se aplica a los medios

acuosos resultantes de la desproteinización. Es por eso que este
autor recomienda cambiar el acido clorhídrico empleado por Jordan

y Pryde en la reacción original, por etanol saturado de ClH gaseg
so, con lo cual la reacción recobra su gran sensibilidad, pero
con el inconveniente de desarrollar un color interferente cuando

se calienta en presencia del reactivo de escatol. Reinecke obvió

esta dificultad, agregando o; oacancl sólo después de haber efec­

tuado el calentamiento con e) etanol-GJH y enfriado,<:on lo cual

los productos de descomposicidn de la levulosa reaccionaban rápi­

damentecon el escatol y la reacción interferente se hacía muy

débil. El inconveniento de esta reacción es que la glucosa inter­
fiere muchos
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Efectuó la desproteinizacíón de 0¿1 m1de sangre por

medio del ácido tungstico diluido. (También propuso una microtéc­

nica para 0.05 m1de sangre. Calentó el filtrado con una solución

de ClH en etanol de una normalidad de 10-10.1 N. El calentamiento

lo efectuó a una temperatura de 609 durante 30 minutos. Enfrió y

trató durante 5 minutos con el reactivo de escatol en etanol y ác;

do clorhídrico. Diluyó luego con alcohol, dejando estar lO a 15 nds

nutos antes de-comparer alifiiocolofimetro, equipado con un filtro

de trasmisión máximaen 52€ milimicrones, efectuando simultánea­

mente la comparación con un ensayo en blanco. También puede efec­

tuarse la determinación con un colorimetro empleandotestigos.

Habiendo efectuado diversas experiencias a fin de deter“

minar las condiciones óptimas para su reacción comprobóque éstas

ocurrían cuando calentaba a 609Gdurante 30 minutos 1 parte del

filtrado libre ee proteinas, adicionado de 2 partes de la solu­
ción de ClH gaseoso en etanol.

En 1955, Karvonen y Malm (31) describieron un método ban

sado en el empleo de indol para dosaje de'levulosa en sangre, qUO

según los autores es 200 veces más sensible para la levulosa que

para la glucosa. Se requieren filtrados de muestras libres de pr;

teinns con, por lo menos 0,5 mg% de levulosa.

Para despreteinizar u: utiliza la técnica de Somogyi.

Egocediin;_<¿¿;;_c¿; "tigo 2'“) ensayo colocar 0.5 ml de lo.

muestra y 0.5 ml del reactivo 3*n intel (25 mgde indol disueltos

en 100 ml de solución acuosa ¿e ácido benzoico al 0.2 fl ; filtra:

antes de usarlo). Agregar 5 mi de HCl concentrado inmediatamente.

colocar el tubo en un baño dc agua a 509€ durante 20 minutos. En“

friar cl tubo en agua corriente y leer el color a 470 milimicrov
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nes, usando cubetas de 10 mmcon el fotóhetro de Coleman. Si la

concentración de levulosa es menor de 0.5 mg %usar volúmenes 8

veces mayores y una cubeta con un camino óptico de 50 mm. Además

comoel tiempo de calentamiento varia con los volúmenes y el tipo

de material de vidrio usado (20 min. resultan prácticos para 6 ml

en un tubo de ensayo común), con un volumen total de 30 e.c. en un

tubo correspondientemente más grande, el tiempo de calentamiento

en la etapa (2) debe ser 30 minutos. Calcular los resultados por

comparación con testigos preparados simultáneamente.

Separadamente, determinar la concentración de la glucosa

u otras aldohexosas presentes {importante solamente cuando la con

ccntrnción de la glucosa es surerior a 100 veces la concentración

de la lovulosa). Solamente las cetohexosas, tales comola sorbosa,

dan reacciones de coloración con el indol. Para comprobar su con­

tribueión a la lectura de la extinción total, eliminar primero la
glucosa y la levulosa por incubación de la muestra con levadura de

cerveza lavada, durante 4 horas a la temperatura ambiente y luego

efectuar el métododel indol indicado arriba.

Ademásde las determinaciones de lovulosa, este método

del indol puede también sor usado para determinar glucosa por ca­

lentamiento en 1a etapa (2) a mayor temperatura y hasta que el

desarrollo del color sea completo,

En el año 1885, Iht y Pechnann (20) idearcn un método

de dosificación de levulosa basado en el color azul que desarro­

llan las soluciones de la mismacon ácido clorhídrico y difenilaa

mina. Esta reacción es casi especifica de la lcvulosa pero tambiaa

la dan la inulina, los levulosenos y la glucosa, este última más
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lentamente.

Esta reacción fué aplicada a la determinación do 10vulo­

sa en sangre por van Creveld (21) en el año 1928. Este autor efec­

tuó la despreteinización de la sangre por el método de Schenk con

bicloruro de mercurio en medio clorhídrico, calentando luego el

filtrado durante 15 minutos con ácido clorhídrico al 25 por cien­

to y una solución alcohólica de difenilamina. Luegode enfriar,

extrajo el producto coloreado con alcohol amilico, ya que dicho

producto es pcco soluble en agua, y efectuó la comparación eolo«

rimetrica de la selueión obtenida con testigos preparados disol­

viendo levulosa en filtrados de biclortro de mercurio y ácido elow

rhidrico. En 1928? Red? {ZBJ introdujo leves modificaciones al mew

todo de van .revcld.
-. .Corley (23) medizsee en el año 1329 la técnica seguida

F4)por estes autores, empleandoun iltrade obtenido según el método

de Folin y wu.AJ.Volumen de dicho filtrado agregó 0.5 volumenes

de ácido clorhídrico concentrado y 0.1 volúmenesde solución al

20 por ciento de difenilaminn en etanol. Calentó los tubos corres"

pendientes al desconocido y a los testigos (preparados en forma s;
milar al desconocido), on un baño de agua hirviente durante 15 min

nutos, enfriando luego. Según Corley os conveniente tapar el extre­

mode los tubos con lana de vidrio a fin de disminuir la evapora­

ción de los reactivos durante el calentamiento.

El producto coloreado lo extrajo agitando con un tercio

del volumen (del liquido presente en los tubos) de fenol fundido,

agregando luego 0.5 volúmenes de etanol de 959. Efectuó luego la

comparación al colorímetro.
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Cerley observó que el color se hace más intenso a medida

que transcurre el tiempo. E1 métodoresultó satisfactorio para re­

cuperar levulesa agregada a sangre pere no resultó en su aplicación
a la orina.

La técnica de :orlcy, fuó ligeramente modificada por

Oppel (24) en ¿930 y adaptada a fin de poder llevarla a cabe como

una microtócnica por Steinitz y ven Riesen-(25) 1932, sin que se

ebtuvieran mejores resultados.

Se observó que, en general, todos estos métodos no eran
suficientemente exactos debido a la dificultad de comparar las ee­

loracienes del desconocido y de los testigos.

Patterson (26) en 1985, criticó la técnica de Radt por el

hecho de era necesario emplear un volumen mayor de alcohol amilice

para extraer el producto coloreado del desconocido, que el necesa­

rio para extraer el correspondiente a los testigos, variando por lo

tanto la relación de volumen. Prepuse por lo tanto, una modifica­

ción consistente en disolver el producto coloreado, con butanol;

facilitando la disolución mediante el agregado de sulfato de amenie\

En estas condiciones pudo efectuar la extracción del producto colon

reado correspondiente al desconocido y a] testigo con volúmenes

iguales de butanol.

Efectuó un.desprefieirxxmfo sobre 2 ml de sangre, según la

técnica de Somegyi, pero duplicanío todos los volúmenes de los reag

tivos, a fin de poder obtener un filtrado de más de lO ml.

TomólO m1de filtrado y los acidificó con ácido acético,

concentrando a continuación la solución hasta un volumen de 4 ml.

reconocible por tener el tubo en el cual efectuó la concentración,
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clorhídrico, preparado mezclando cinco partes de 01Hconcentrado

con 3 partes de agua destilada, y 0,4 ml de solución de difenila­

mina al 20 por ciento en etanol, agitando. Calentó durante quince

minutos en un baño de agua hirviendo. Después de enfriar los tubos,

agregó 10 ml de butanol y 2 gramos de 804 (NH4)2 sólido, agitando

para extraer el producto coloreado. Luego efectuó la comparación

colorimótrica del desconocido con testigos preparados simultánea­

mente. El testigo empleado contenía 0.1 mg de levulosa en 4 ml de

solución.

Enpleó el método de Somogyipara efectuar los filtrados

debido a haber comprobadoque el filtrado obtenido con ácido clo­

rhídrico y bicloruro de mercurio según el método de Schenk, produ­

cía coloraciones más intensas de lo que correspondía a la cantidad

de levulosa presente. Comprobótambién que las determinaciones efeg

tuadas sobre sangre de individuos en ayunas, daban con respecto a
ensayos en blanco efectuados paralelamente, coloraeiones correspon­

dientes aproximadamentea 1 mgde lovulosa por cien mililitros de

sangre y debidas probablemente a la glucosa.

Método de Herbert

Herbert (27) en 1938, propuso una modificación a la téc­

nica de Patterson para evitar el empleode hutanol comoagente di­

solvente de la sustancia coicreafa, utilizando etanol en lugar de
éste.

Comprobóque el mótcd: de Patterson era defectuoso y efe;

tuó modificaciones al mismo, a fin de poder efectuar la determina­

ción de levulosa con mayor exactitud y rapidez, pues si bien acep­
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tó ol hecho de que los errores que podia dar el método de Patter­

son no alcanzaban generalmente a incidir on su importancia clinica,

encontró que muchas veces fallaba aún con soluciones de levulosa

pura.

Herbert advirtió one en su método aparecia una colora­

ción verdosa suave en la aplicación del mismoa sangre do indivi­

duos en aywnas, cosa que atribuyó a la superposición de un leve

color azul produciflo nor la glucosa, con un color amarillo de ori­

gen desconocido. Este inconveniente fuó eliminado más tarde medianm

te el emjleo de fotocolorimetros calibrados con soluciones tipo dc

levulosa en sangre de individuos en ayunas.

La interferencia de la glucosa en la reacción ocurría en

una proporción tal que lOCng de glucosa por ciento equivalian a

25 mg de lovulosa por ciento.

Verificó también la importancia del tiempo dc calenta­

miento y comprobó quo el máximodo coloración para soluciones de

lcvulosa pura sólo se alcanzaba luego de 25 minutos dc ealentanio;

to. Sin embargó indicó que conVenía calentar solamente 15 minutos,

debido a que la levulosa desarrollaba el color más rápidamente

en los primeros minutos (85 fl del color a los 15 minutos y 94 %

del mismoa los 20 minutos)S mientras que con la glucosa ocurría

a la inversa.

Con su método cbt: c un color más intenso que con el de

Patterson, y comprobóque, asi comoel color se intensificaba des»

proporcionalmente cuando se empleaba el m todo de Sehenk para efec­

tuar los desproteinizados, tampococonvenía dosproteinizar con Zn

(OH)2debico a que se diluia demasiado la sangre, ni con ácido
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tdngstico porque producía una ligera turbidez al calentar.'Por

ello adoptó el metodo do Somogyi, que no presentaba inconvenien­
tes.

Con referencia a1 posible empleo del ácido tricloroacé—

tico, comprobóque éste aumentaba el color con referencia al que

deberia obtenerse de acuerdo a le cantidad de levulosa presente,
haciendo‘la salvedad de que este inconveniente podría evitarse si

se egregnre también nl testigo; Sin embargo no lo comprobó, limi­

tándose solamente a consignar la posibilidad de su empleo.

ios reactivos empkn¿es por Herbert son los siguientes:
2.-.a c. - ‘f .. -' 'rResonlnocurali ¿u ¿ggfigï¿;¿n:1¿gjong¿e;en ei método de Somogyi.._... -..—._.._-—. _­

LG+3? detallaao en la página.35.ue preparacion ya se ¿cu . n

figlggtfig_fiq_ ;¿g¿¿l¿_¿n¿z Se mezclan 50 partes de C1Hcone.

con 70 partes ce c\1nol Je Í ‘ ; 6 eartes de solución de difeni­

lamina al 2h por elento en etanol de “59,

Soluciónggflgre de levulggg: Se disuelve 1 gramo de levulosa

en solución concentrada de ácido benzoice en agua, llevando a lCC

ml con óstn últiua.

Soluciones testigo: Se efectúan las diluciones de la solución
madre correspondientes. a fin de obtener dos testigos con las si«.

'guientes concentracionesï

a) 0.025 mg de Sevulúsu ü? 2 m? (Equivelente a 5 mg de le­
vulosa por 193 m? de ¡Lssmn);

b) 0.1 mg de levulosa tu P si {Equivalente a 20 mg de levu­
lose por 100 ml de plusma),

Las diluciones dc la solucián madre se efectúan con son
-.\.\.- :gua destilada,CJlución saturada de ácido bonzoico en

A pesar de que Herbert acostumbraba tener una solucifn
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de difonilamina al 20 por ciento en etanol, que conservaba guarda­

dada en un frasco color caramelo, efectuando la mezcla con el eta­

nol y el ácido clorhídrico en el momentode utilizar el reactivo,

comprobó que éste se conservaba bien por lo menos durante un mes,

no pudiendo asegurar su conservación por un intervalo mayor de

tiempo, por no haberlo ensayado.

Buggdjmm =
Se colocan 2 ml de plasma en un tubo de 15 ml de capac;

daa y se agrega 2 ml de agua y 2 ml del reactivo de Sonogyi nQ l.

Se agita bien y se agregan 2 m1 del reactivo de Somogyi nQ 2, ag;

tando nuevamente.

Se filtra por papel Whatman39 42 a 5.5 cm de diámetro,

obteniéndose alrededor de 4 mi de filtradoo En tros tubos de ensa»

yo con sendas marcas a los lO m1., se colocan 2 m1del filtrado

y de las soluciones testigo, respectivamente. A cada tubo se agrfi

gan 6 ml do 1a solución de difenilamina. Se colocan los tubos en

agua hirviente durante 15 minutos, transcurridos los cuales se ry

tiran y se enfrian. Se agrega etanol a cada uno de los tubos has“

ta alcanzar la marca correspondiente a 10 ml y se compara el des­

conocido en el colorimotro con el testigo más cercano.

Método de Alving. Rubin_x_yi;lgg

En 1939, Alving, Rubin y Miller (28) describieron una

técnica basada on los princinics de la Ce Herbert y la aplicaron

a la determinación de inulina en plasma, suero y orina.

Reemplazaron el sulfato de cinc del método'do Somogyi,

por el sulfato de cadmio. Efectuaron una fermentación previa para

eliminar los azúcares fernentascibles que pudieran existir.
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Los reactiVos empleados por Alv1ng, Rubin y Miller son

los siguientes:

Roagtivo de difonilggina:

a) Disolver 10 gramos de dífenilamina p.a. en etanol absoluto

rodestilado, llevando a 110 nl. Conservar la solución en un

frasco color caramelo de tapón esmerilado. h

b) Mezclar 80 ml de ClH concentrado p.a. en 112 m1 de etanol

absoluto redestilade, Agregar a esta solución 12 ml de la sola
ción de difenilamjnav Conservar en frasco color caramelo de tan

pón esmerilado. Debe ser renovado semanalmente.

¿alución,dg_gglfato ge ggdmi : Disolver 13 gramos de asoxnáfizo

‘en agua. Agregar 53.5 m1 de 834H2 lN y llevar a un litro con agua.

flidróxido de sodio l l_fi: Disolver 40.4 gramos de sodio on agua
llevando a l litro.

Solución_gggre de ¿g¿;1gg: Secar inulina 9.a. a 80-10090 dura;

te una hora y enfriar en desecador. Disolver l gramode inulina

en agua y llevar a 1 litro.

Testigo nO l: Colocar S nl de la solución madre en un matraz

aforado de l litro y llevar a volumen,

Testigo H9 2: Colocar lO m1 de la solución madre y llevar a un
litro.

Susnensión de levadura: Eusyünder alrededor de 50 gramos de le»

L.vadura, libro de almidón en las o; ec avus; Centrifugar a baja vos

locidad y decantar el líqui¿o soorenadantec Repetir cinco vecos la

misma operación. Las Células de levadura así lavados pueden conse:.

varse en un recipiente con tapa esmerilada colocado en heladera,

durante 2 semanas. Antes de utilizarla debe hacerse un lavado,
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determinando luego por contrifugación en un tubo de hcmatocrito

el volumende agua que contiene la suspensión que va a utilizarse.
Procedimiento:

Elimi a_ión de la glucosa: 5 ó 10 ml de suero, plasma u orina

se colocan en un tube de centrífuga de 15 nl de capacidad. Se agrg

gan 0.5 ó l mi do la suspensión de levadura, respectivamente. Agin

tar el tubo o incubar e 3890 durante 30 minutos. Centrifugar a grua

veleeidad durante 15 minttos. Retirar el liquido sobrenadante.

Qyíagrgllgngelugg;ggz A l nl del liquido sobrenadante, agregar
8 ml de la solución de sulfato de :admio y agregar l nl de la so­

lución de hidróxido de sodio lvl Nq agitando enérgicamente. Se de»

Ja en reposo xnrente 15 minutos Y se filtra. El filtrado debe di­

luirse de forma que contenga nenes de C.040 mgde inulina por miliw
litro de filtrado,

L: nn tubo de vidrio resistente se colocan 5 ml del fil­

trado, diluido si es necesario; y so agregan 10 ml del reactivo

de difenilanina. Se colocan el desconocido y los testigos prepara­

dos en forma similar y simultáneamente, en agua hirviendo durante

60 minutos. Durante el calontariento conviene tener tapados los tu»

bos pa a prevenir la evaporación del reactivo, Una vez transcurrid:

el tiempo de calentamiento, se colocan innediantamente los tubos

en agua fria, dejándolos hasta que adquieran la temperatura ambien­

te. Se dejan estar durante 10 niautes a temperatura ambiente y se

comparanal colorimetro. En el cálculo final es necesario conside­

rar todas las diluciones efectuadas, incluyendo la debida al agua
de la suspensión de levadura.

Corcoran y Pago (29) utilizaron un metodo similar, pero en
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tubos abiertos, completandoal final de la reacción con etanol

hasta un volumenfijo.

Harrison, (30) en 1942, cambió el alcohol usado comodi­

solvente por el acido acético, que presentaba 1a ventaja de ser

menosvolátil. El método presentaba 1a ventaja de poderse llevar

a cabo en tubos abiertos, disminuyendo la evaporación de la solu­

ción sin disminuir la sensibilidad. Los reactivos empleadospor

arrisen fueron los siguientes:
fieactivo de difonilaminas LO (7) disuelven 3 gramos de difenilamina

.Icn {OCml te {cido acético y se agro»

gan 6C ml de CPL aora“

Solución ácida de sulfato de nggiq: Igual que la empleadapor

Alving, Rubin y M'llor.

figlggión de hidróxido de sodio ;¿1_N: La preparación del filtra

do la efectúa en forma similar a las ya vistas. Eiluyo si es neceu
sarie a fin de tener una concentración de inulina entre 2 a 12 mi“

crogranos/niliiitro. Generalmentese diluye 1:40.
A 2 mililitros del filtrado se le agregan 4 ml del reactivo de

difenilamina. Se agita y coloca en agua hirviendo durante 30 minu»

tos, efectuando paralelamente un ensarc en blanco. Retirar los tum¡u

.rbos, enfriar y comparar al celerimetro‘
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Los métodos mencionadosen el capitulo anterior se refieren en

general a la detenminación de levulosa en liquidos biológicos, pero pre­

sentan el inconveniente de que la glucosa interfiere-en mayor o menor
proporción en los mismosy sólo resultan efectivos cuando se utilizan

para 1a valoración de levulosa en sangre, la cual contiene pequeñas can­

tidades de glucosa con respecto a las cantidades que suelen aparecer en
orina,­

Por otra parte, cuando se-efectüan determinaciones en presen­
cia de glucosa, se opta por eliminar a ésta por fermentación previa,

especialmente en los métodos basados en el empleo de la difenilamina¿

Según Ranney y Mc Cunne (1), es indispensable una fermentación previa

cuandose utiliza_este reactivo.­
Por ello, estos métodosno resultan prácticos en su aplicación

a la investigación corriente de levulosa, comopor ejemplo en los aná­

lisis de rutina de orina, dado que este glúcido se encuentra general­
mente acompañadode cantidades variables de glucosas Según Hawk(2),

esto último ocurre siempre salvo en los casos de levulosurias puras.­

Estas levulosurias.pueden ser debidas a insuficiencias hepáticas,

a trastornos del organismo que impiden un correcto metabolismo de la

levulosa ingerida, a un umbral renal bajo para dicho glúcido o a la in­

gestión de grandes cantidades del mismo, lo que hace indispensable dispo­

ner de una reacción sencilla que no presente el inconveniente de\las a­

rriba mencionadasy penmita determinar cualitativamente si el hidrato

de carbono presente-en una orina (reconocible mediante la reacción de

Fehling o la de Benedict), es glucosa o levulosa.­

Las dos técnicas empleadas corrientemente para tal fin son

las de Seliwanoff y Borchardt, pero dados los-resultadOS dispares obte­

nidos con estas reacciones, pensamosque sería conveniente investigar
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dentro de qué limites de concentraciones de levulosa y glucosa eran

efectivas dichas reacciones y observar si realmente se producían falsas

reacciones positivasd­
Consideramostambién la posibilidad de adaptar alguna reacción

de las descriptas anteriormente, a la investigación de Ievulosa en li­
quidos biológicos, sobre todo en orina.­

Para ello comenzamospor el estudio de la reacción del ácido
cromotrdpico, observando que si bien esta reacción es aplicable a la

investigación de Ievulosa en soluciones puras, no lo es en orina, dado

que produce coloraciones poco especificas debido a1 empleo de acido sul­

fúrico; hecho que=comprobamostratando varias orinas con dicho ácido en

la concentración fijada por el método, pero sin agregar ácido cromotró­

pico y obteniendo coloraciones semejantes a las descriptae comoíndices

de un resultado positivo.­

Conel objeto de evitar este inconveniente, diluimos el ácido
sulfúrico utilizado, con lo cual se consiguió evitar en la mayorparte

de los caSos esas aclaraciones inespecificaa, pero con el resultado de
que cuando tratamos de efectuar la investigación de levulosa en solución

pura con ácido cromotrópico y ácido sulfúrico diluido, no obtuvimos re­

sultados positivos‘ Por esta causa no intentamos realizar experiencias

con la reacción basada en el empleo de cisteína y carbazol, ya que tam­

bién se efectúa en medio SUlfüÏiCOdProbablemente laa-dificultades ya

mencionadas experimentadas por Tashiro y Tietz (lOCdCitd), cuando inten­

taron aplicar su métodoa la determinación de levulosa en orina se de­

bieron al hecho de trabajar en mediosulfúrico.­

Reapecto de la reacción basada en el empleo del ácido pirogalol­

carbónico, no nos fue posible llevarla a cabo por carecer-de dicho
reactivo y no haber podido obtener buenos resultados cuando intentamos
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prepararlo de acuerdo al métododescripto en el tratado de von Richter

(3), cuyo estudio pensamos continuar más adelante.­

Debido a que el método de Roe no resulta práctico para una inves­

tigación corriente; que cantidades de glucosa superiores a 3 gramospor

litro interfieren en el métodoy al hecho de que comoejemplos de téc­

nicas basadas en el empleo de resorcina teniamos las ya mencionadas de

Seliwanoff y Borchardt, nos abocamosal estudio de estas últimas.­
En cuando al método de la difenilamina, pensamos que-dadas las

características del mismo,sería posible fijar las condiciones de máxi­
masensibilidad que nos permitieran aplicarla comoreacción cualitati­

va para la investigación de levulosa en líquidos biológicos.­

Comenzamospor el estudio de las técnica: de Seliwanoff y Bor­

chardt y más tarde el de la reacción de.la difenilaminaá A continuación

pasaremosa transcribir los resultados obtenidosd­
REACCION DE SELIWANQEF.­

En la obra de Morse (4) se menciona el hecho de que si bien se

suele hacer referencia a la reacción de Seliwanoff comotécnica de in­

vestigación de levulosa, es mas bien una prueba para cetosas en general
e indica que.es necesario realizar la prueba ateniéndose estrictamente

a las instrucciones, pues las aldosas pueden dar reacciones débilmente
positivas.­

Reopecto al mecanismode la reacción de Seliwanoff, cree posible

que ocurra lo siguiente: el efecto de un ácido sobre cualquier hexosa,

especialmente-sobre las.cetosas, difiere-del de las pentosas y da lugar
a la formaciónde dos tipos de sustancias caracteristicas, que en el ca­

so de la levulosa serian el ácido levulinico y.un derivado del furfural
conocido con el nombrede hidroximetilfurfurals Este último se conden­

saria con la resorcina dandola sustancia coloreada de la reacción de
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Por otra parte, el ácido levulínico podría adoptar una estructu­

ra del tipo de la del tiofeno y condensarse con el hidroximetilfurfural,

dando un compuesto que sería uno de los factores de la producción del
color.­

En el libro citado, se detalla un reactivo de Seliwanoff consti—

tuído por 0,05 gramos de resorcina disueltos en 200 ml. de ClH al 50 W.

El procedimiento allí indicado es el siguiente: Colocar 5 mlo

del reactivo y agregar algunas gotas del liquido en el cual se quiere

investigar levulosaá Calentar el contenido del tubo hasta ebullición.
Si existe levulosa se produce-un color rojo y un precipitado parduzco.

El precipitado puede ser filtrado y redisuelto en etanol concentrado¿

Si se observa dicha solución por medio de un espectroscopio, aparece

una banda o serie de bandas características en la región del amarillo
o del verde-amailld.­

En el tratado de Hawk(loc.cit.) la reacción de Seliwanoff, se

encuentra descripta en la forma siguiente:

Reactivo: 0,05 gr. de resorcina se disuelven en 100 m1. de ácido clor­
hídrico diluido ('l volumen de ClH más 2 volúmenes de H20).

Procedimiento: A 5 m1. del r reactivo se agregan algunas gotas de

orina y se calienta a ebullición durante un tiempo no
mayor de 30 segundOSc En presencia de levulosa se obtie—

ne un color rojo y la formación de un precipitado del

mismocolor que debe ser soluble en etanol, comunicando

a éste un color rojo brillante.­
Conreapecto a las precauciones que deben tenerse en cuenta

cuandose efectúa la reacción, hace las siguientes consideraciones:

a) La concentración del ácido clorhídrico no debe ser mayor del 12 %.
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b) No se debe prolongar el calentamiento más de 30 segundos, debido a

que en el caso de encontrarse presente glucosa se obtienen reaccio­

nes positivas falsas.­
c) El precipitado debe ser soluble en etanol de 96° con producción de

un color rojo brillante.­
Con respecto a le coloración que desarrolla la glucosa, Hawksupone

que se debe posiblemente a una transformación de 1a misma en levulosa

por acción del ácido c10rhidrico¿­

El reactivo utilizado para nuestras experiencias fué preparado

según Levinson y MacFate (5) ya que concuerda con el indicado por Hawk,

Reactivos:

l) Reactivo de Seliwanoff: Se disuelven 0,15 gramosde resor­

cina p¿a¡ en una mezcla de lOO ml¡ de ClH¡ pead y 200 m1.

de agua destilada.­

2) Alcohol etílico de 96° póa.

Procedimiento: A 5 ml. del reactivo de Seliwanofï, colocados en un tu­
bo de ensayo, agregar 6 a 8 gotas de orina y calentar

hasta ebullición. Hervir durante no más de 20 a 30 se­

gundos¿ Observar el color del líquido y si se produce
o no precipitado. Si se formaprecipitado separar el lí­
quido sobrenadante y agregar 4 6 5 ml. de etanol. Mez­

clar y obserVarel color del etanol.­

Interpretación: Unresultado positivo está indicado por la producción
de un color rojo y la separación de un precipitado del

mismo color, después de no más de 30 segundos de ebu­
llición.

El precipitado debe disolverse en etanol confirién­

dole un color rojo brillante¡
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No debe hervirse más de 50 segundos, pues en caso de hacer­

lo, pequeñas cantidades de glucosa pueden dar resultados

positivos.­
Concentraciones de glucosa superiores al 200/00 dan reac­

ciones positivas.­

A fin de determinar el límite de sensibilidad de esta reacción, prem

paramos una solución de levulosa a1 lo 0/00 en agua destilada saturada

de ácido benzoico. Efectuamos diluciones de la misma, de manera de ob­

tener soluciones con las concentraciones que se detallan en el CUADRO

No; l, y en el cual se consignan los promedios de los resultados consc­

guidos en varias series de determinaciones¿­

CUADRONo. l

LIMITE DE SENSIBILIDAD DE LA REACCION DE SELIWANOEF

Solución de Formación de» Desarrollo de Resultado.
levulose precipitado. color.
gr/litro " '

lO Positivo Positivo Positivo
9 Positivo Positiüol Positivo
8 Positivo Positivo Positivo
7 Positivo Positivo Positivo
6 Positivo Positivo Positivo
5 Positivo Positivo Positivo
4 Positivo Positivo Positivo
3 Positivo Positivo Positivo
2 Negativo(x) Positivo Negativo
l Negativo Positivo Negativo
0,5 Negativo Positedébil Negativo
0,1 Negativo Negativo Negativo

(x). Consignamoscomonegativo el resultado obtanido con la solución de
levulosa a1 2 o/oo debido a que si bien se formó en la mayoria de
los casos un pequeñoprecipitado, al ser disuelto en alcohol no le
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confirió color rojo brillante.­
Para determinar el máximode glucosa que puede encontrarse

presente sin que se produzca reacción positiva con el reactivo de Se­

liwanoff, se preparó una solución de glucosa al 100 o/oo en agua des­

tilada saturada de ácido benzoico y se efectuaron las diluciones que

se detallan en el CUADRON06 2, en el cual se incluyen los promedios

de los resultados obtenidos.­

CUADRO No. 2

CONCENTRACIONES MÁXIMAS DE GLUCCSA ADMISIBLE

CUANDO SE EEECTUA LA REACCION DE SELIWANOFF

Solución de Formación de Desarrollo
glucosa precipitado de color Resultado

grllitro.
lO Negativo Positivo Negativo
20 Negativo Positivo Negativo
30 Negativo Positivo Negativo
40 Negativo Positivo Negativo
50 Negativo Positivo Negativo
60 Negativo Positivo Negativo
70 Negativo Positivo Negativo
80 Negativo Positivo Negativo
90 Negativo Positivo Negativo

100 Negativo Positivo Negativo

Observamosque en las experiencias realizadas solis las soluciones de

glucosa con concentraciones comprendidas entre 30 y 100 gramos por mil
se desarrollaron coloraciones similares a las obtenidas con soluciones

de levulosa de 1 a 2 gramos por mila­

A fin de verificar si los resultados obtenidos con soluciones de

levulosa en agua destilada coincidían con los de solucionesde levulosa
en orina, preparamos soluciones de concentraciones similares a las des­

criptas en los cuadros l y 2, pero utilizando diversas muestras de
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orina en lugar de agua destilada.­

Los resultados coincidieron en muchoscasos con los obtenidos en
las experiencias con levulosa en solución pura, pero en otros casos

pudo observarse que las coloraciones desarrolladas eran distintas de

las que hubieran correspondido de acuerdo a la cantidad de azúcar agre­

gado, siendo por lo general más intensas.­

Pcr otra parte muchasorinas a las cuales no se había agregado 1e­

vulosa ni glucosa, si bien no produjeron precipitado, dieron coloracic­

nes semejantes a las producidas por soluciones de levulosa de concen­

traciones comprendidas entre 0,5 y 1 gramopor mil.­

Para descartar la posibilidad de que la levulosa se encontrara pre­

sente en dichas orinas, se efectuaron sobre las mismas, investigacio­

nes de azúcares reductores mediante los reactivos de Fehling y de Be­

nedict, obteniéndose resultados negativos.­
De esto se desprende que existen orinas en las cuales se encuentran

sustancias capaces de desarrollar color con el reactivo de Seliwanoff

y que no son azúcares reductores.­

REACCION DE BORCHARDT.­

Según Hawk(10c¿ cite) 1a reacción se efectúa de la siguiente ma­
nera:

Se colocan 5 ml¡ de orina en un tubo de ensayo y se agrega igual

volumen de ácido clorhídrico al 25 % ( 2 volumenes de ácido más 1 vo­

lumen de agua) y algunos cristales de resorcina.­

Se calienta a ebullición hasta aparición de color rojo y se enfría

con agua corrientea Se transfiere el contenido a una cápsula y se alca­
liza ligeramente con HOKsólido.- ‘

Se coloca el contenido de 1a cápsula en un tubo de ensayo y se agre­

gan 2 a 3 m1. de éter etílic09- Se agita fuertemente y se deja luego
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que se separen las dos capas,­

Interpretación: En presencia de levulosa el éter toma color amarillo.
En este tratado se indica que los únicos componentesde la orina

que interfieren en la reacción, son los nitritos y el indican, pero
solamente cuando ambos se encuentran reeentes simultáneamente; en cu­

yo caso aconseja acidificar 1a orina con ácido acético y calentar a ebu­

llición durante l minutopara eliminar los nitritosa­

Si el indican se encuentra presente en gran cantidad puede comu­

nicar color azul al éter, enmascarandoel color amarillo desarronado por

1a levulosa¡ Esto puede evitarse eliminando el indican por medio de la

reacción de Obermeyer, separando la capa clorofórmica por decantación.

La capa restante se diluye con un tercio de su volumende agua destila­

da, efectuandose entonces la reacción de Borchardts­

Tambiéninterfieren en 1a reacción de Borchardt la santonina y el

ruibarbo que pudierin haber sido ingeridos por el paciente.­

Hawk,da comolimite de sensibilidad para esta reacción el de

1:2000. La reacción de Borchardt según lo descripto en las obras de

Kolmer (6) y de Toddy'Sandford (7), se efectúa en forma similar a la

del tratado de Hawkpero haciendo 1a observación acerca de que no debe

prolongarse el calentamiento por un tiempo mayor de 30 segundos.­

De acuerdo a nuestras experiencias con la reacción de Borchardt,

podemosdecir que la mejor forma de efectuar la misma, consiste en ca­

lentar hasta la aparición de color rojo, siempre que el tiempo necesario

no sobrepase loa 30 segundos. Es decir que en caso de que se obtenga

el color rojo a los 10 segundos, por ejemplo, no conviene calentar has­

ta que transcurran los 20 segundos restantes para completar el periodo

de calentamiento, pues hemos observado que, de continuar calentando du­

rante esos 20 segundos mas, no se obtiene mayor ventaja y en cambio a1­
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gunas veces trae inconvenientes comopor ejemplo, la formación de un

precipitado de aSpecto bituminoso durante 1a neutralización con el HGK,

que a menudodificulta la posterior extracción con éter del producto
coloreado.

En cambio, en caso de no obtener color en los primeros segundos,

debe continuarse calentando hasta llegar a los 30 segundos de comenzam

da 1a ebullición , pero no sobrepasando ese tiempo en ningún caso.­

Observamos también que es muy importante para la correcta ejecur

ción de este ensayo, ajustar el pH entre 6 y 7, pues en el caso de tra­

tar de efectuar la extracción sobre medios más ácidos o más alcalinos,

ello no se consigue,quedandoel éter incoloro, o bien, en otros casos,

el color se extrae en forma incompleta¡­

Por otra parte, puede reconocerse cuando se alcanza el pH óptimo,

de la siguiente manera:

A medida que se agrega el HOK,el color rojo de 1a solución va

disminuyendo en intensidad, alcanzando un minimo en el intervalo de pH

mencionado, para luego adquirir un tono pardo-rojizo más oscuro. Es ne—

cesario interrumpir el agregado de HOKantes de la aparición de este

color más oscuro pués es indice de alcalinidad, y en estas condiciones

el producto coloreado no pasa a la capa etérea.­

A fin de determinar el límite de sensibilidad de esta reacción,

se utilizaron las soluciones de levulosa descriptas en el CUADRONo. 3,

obtenidas por dilución de una solucidn de levulosa al l o/oo en aguaa m,
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gUADRo No .- 2

LIMITE DE SENSIBILIDAD DE LA REACCION DE BORCHAHQE

Solución de Levulosa Resultado
gg/litro
1,0 Positivo
0,9 Positivo
0,8 Positivo
0,7 Bositivo
0,6 Positivo
0,4 Positivo
0,3 Positivo
0,2 Negativo
0,1 Negativo

Para determinar 1a máximaconcentración de glucosa que puede hallarse

presente sin que se produzca reacción positiva con la técnica de-Bor—

chardt, se procedió a efectuar dicha reacción sobre soluciones de

glucosa con las concentraciones que se detallan en el CUADRONo. 4,

obteniéndoselos siguientes resultados.­

CUADRO No. 5

CONCENTRACIONIBmmm; DE GLUCCBA.¿131151515

CUANDOSE EECTUA m REACCION DE BORCHARDT

Solución de glucosa
Resultado

gg/litro
1 I Negativo
5 Negativo

lÓ Negativo
15 Negativo
20 Posit. débil
25 Positivo
30 Positivo
40 Positivo
50 Positivo
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HebiÁnHOse efectuadc nestor: *“""'

losa y de-glucosa en orina con concentraciones de dichos gldcidos igua­

les respectivamente a las detalladas en los CUADROSNo¿ 3 y 4, obtUw

vimos resultados similares a los obtenidos con soluciones puras de di­
chos azúcares, los cuales se encuentran consignados en dichos cuadrcsou

macnmucmnnm .ILAL.JIM-­

De acuerdo a lo observado por los autores que trabajaron con

reactivos conteniendo difenilamina, quienes afirman que 1a levulosa

desarrolla el color azul más rápidamente que la glucosa, pero con el

inconveniente que esta última generalmente interfiere cuandose halla
presente, pensamosque probablemente pudiera evitarse ese inconvenien­

te-disminuyendo el tiempo de calentamiento¿­

'Seguimos las técnicas mencionadaspor dichos autores y detalla­
das en el capítulo anterior, y 1 utilizamos los reactivos alli descrip­

tos habiendo comprobadoque si bien la levulosa desarrolla perfectamen­
te el color, también lo hace 1a glucosa afin cuando se encuentra prev

sente-en pequeñas cantidadess­

Si bien es cierto que las coloraciones desarrolladas por la glu­

cosa son muchomás débiles que las desarrolladas por la levulosa, no

dejan de ser un inconveniente para la aplicación de dicho metodo a la

investigación de este último glüCid0d*

Tratamos de obtener mejores resultados disminuyendo el tiempo

de calentamiento, pero tropezamos con el inconveniente de que no se

desarrollaba color cuando se trabajaba con soluciones poco concentradas
de levulosa.­

Supusimosentonces que podría ser factible encontrar las condicio­

nes óptimas para obtener desarrollo de color en un tiempo mínimo, vas.

riendo las prepcrciones de los reactivos¡—
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De encontrar estas condiciones existiría la posibilidad de recono—

cer pequeñas cantidades de levulosa aún en presencia de apreciables

cantidades de glucosa! evitando así el tener que efectuar una fermen­
tacidn previa comoindicaran Ranney y Mc Ounne (l).­

Dado que la difenilamina es muy poco soluble en agua pero muy

soluble en etanol, la concentración de la mismaestará condicionada

por la preporción relativa de etanol y ácido clorhídrico que-exista

en el reactivo.­
Por otra parte hemoscomprobadoque dicha relación influye en el

tiempo de calentamiento necesario para obtener desarrollo del color.

Para determinar las condiciones bajo las cuales es necesario emplear

un tiempo menor de calentamiento para lograr la aparición del color

minimoque-puede ser observable, se efectuaron diez determinaciones

según se describe a continuación.­
Mimnmljadgs

1) Solución de levulosa GMerck)al l o/oo en agua destilada sam
turada de ácido benzoico.­

2) Solución saturada de difenilamina en alcohol etílico de 96°.

3) Acido clorhídrico concentrado pcs;

Procedimiento:

Se efectuaron mezclas de los reactivos 2 y 3 en las proporciow

nes que se detallan en el CUADRONo¿ 5a­
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CUADRO No. 5

SOLUCIONES DE DIFENILAMINA EN DIVERSOS MEDIOS

DE ETANOL-ACIDO CLORHIDRICO.

Solución No. “lución de ClHcone.
__d12211_i..1391na

m1. m1.

1 o 20
2 1 19

3 2 18
4 3 17

5 4 16

6 5 15

7 6 14
8 7 15
9 e 12

10 9 11
11 10 10
12 11 9
15 12 8
14 13 7
15 14 6
16 15 5

17 16 4
18 17 3
19 18 2
20 19 1
21 20 o

Una vez efectuadas las mezclas.se dejó estar en reposo durante 72 ho­

ras para permitir la precipitación de 1a difenilamina que se encontra­
ra en exceso de acuerdo a su solubilidad en los medios hidroalcohóli­

cos obtenidos por la mezcla de ambosreactivos. Separando el liquido

sobrenadante, obtuvimos soluciones concentradas de difenilomina en di­
versos medioscon distinta relación etanol-ácido clorhídrico.­

Prepardmos las soluciones en esta forma de manera de poder tener
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en cada una de ellas el maximode difenilamina posible? dado que la

concentración de difenilamina debe ser suficiente comopara que en su

reacción con la levulosa se obtengan coloraciones prOporcionales a
la concentración de esta última.­

Para efectuar la reacción propiamente dicha, se tomaron 21 tubos

de ensayo, colocando en cada uno de ellos l ml. de 1a solución de

difenilamina correspondiente¡ Se agregó a todos los tubos 0,1 m1. de

1a solucián de levulosa, agitando suavemente para homogeneizar.­

Colocamoslos tubos de a uno por vez en un vaso de precipitación

conteniendo agua hirviente, observando en cada caso la solución conte­

nida en el tubo mientras se efectuaba el calentamiento. A fin de meu

jorar la observación colocamosuna cartulina blanca detrás del vaso

de-precipitacidn.­

Las experiencias se realizaron controlando el tiempo que tardaba

en aparecer coloración apreciable a simple vista. Debido a los errores

de apreciación provocados por una coloración tan débil, no es posible
asegurar la exactitud de los tiempos observados. Sin embargo, estas

experiencias fueron de gran utilidad ya que nos permitieron determinar

aproximadamente cuál era el intervalo minhmode tiempo necesario y en

qué condiciones era posibleaobtener desarrollo de color en dicho
tiempo. Comopromedio de estas experiencias podemos afirmar que dicho

tiempo esta comprendido entre 40 a 50 segundos de comenzado el calenm

tamiento para las proporciones establecidas en las soluciones No. lo,

11 y 12 (CUADRONo; 5).­

A fin de poder comprobar con mayor exactitud la veracidad de es­

tos datos se efectuaron otras diez experiencias en las cuales se usa­

ron las mismas soluciones antes mencionadas, empleando las mismas prou

porciones de reactivo y solución de levulosa pero calentando todos
' ¡ ¡1los tubos simultaneamente durante un tiempo un poco superior al minimo¡
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es decir durante l minuto, a fin de obtener coloraciones más nítidas.­

Luego de un minuto de calentamiento se enfriaron los tubos y se

colocaron 0,4 mla del contenido de cada tubo en sendas cavidades de pla­

cas de toque de porcelana, pudiéndose comprobar que la máximaintensi­

dad del color se observaba en la muestra correspondiente a la solución

NO¡ 10.­

En base a esto adoptamos para nuestra reacción un reactivo que

reuniera las condiciones del de dicha muestra (ll ml. de 01Hcone. adi­

cionados de 9 m1. de solución alcohólica de difenilamina).­

A fin de evitar el inconveniente de una precipitación abundante de

difenilamina debida al uso de la solución saturada de la mismaen alco­
hol, se efectuaron mezclas de ll m1. de ácido clorhídrico concentrado
con soluciones alcohólicas con distintas concentraciones de difenilami­

na, eligiendo aquella que conservada durante 72 horas sólo produjo esca­
sos cristales de difenilamina precipitadaa­

Pudimos asi llegar a obtener la composición que consideramos ópti­

mapara el reactivo constituido por difeniüamina, etanol y ácido clor­

hídrico y que resultó ser:
Acido clorhídrico conc¡ ll ml¿
Etanol 9 m1.
Difenilamina 0,24 gr.

Para nuestras experiencias preparamosuna solución constituida por 2,4

gramos de difenilamina (Merck) disueltos en 90 ml. de etanol de 96°,

a los cuales se agregan 110 ml¿ de ClH concentrado¿

Una vez fijadas las preporciones de los componentesdel reactivo

a utilizar, procedfimosa determinar el límite de sensibilidad de este

reactivo para 1a determinación de levulosa.—

Se prepararon soluciones de distintas concentraciones de leVulosa,

de las cuales se agregó 0,1 ml¡ a una serie de tubos de ensayo en los
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cuales se colocara previamente 1 m1; del reactivo de difenilamina.­

Una vez homogeneizadoel contenido de los tubos, se colocaron es­

tos últimos simultaneamente durante 1 minuto en un baño de agua hirvien­
do.­

Pasado ese tiempo se retiraron del agua hirviendo, enfriando rápi­

damentepor inmersión en agua fría, para interrumpir el desarrollo del
color¡­

Los resultados que hemosobtenido se encuentran descriptos en el

cuadro No. 6 en el cual ae encuentran consignados los promedios de tlJS

determinaciones efectuadas.­

CUADRO No; 6

LIMITE DE SENSIBILIDAD DE LA REACCION CON DIFENILAMINA

Solución de levulosa Resultado
gg/litro
5 Fuertemente positivo
4 Fuertemente positivo
3 Fuertemente positivo
2 Positivo neto
1 Positivo neto
0,9 Positivo
0,8 Positivo
0,7 Positivo
0,6 Positivo
0,5 Positivo
0,4 Positivo
0,3 Positivo débil.
0,2 Positivo débil
0,1 Positivo muydébil.

Consideramospor lo tanto comolimite de sensibilidad de esta reacción
una concentración de levulosa de 0,1 gr/litrOe
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Para determinar el máximode glucosa que puede hallarse presen­

te sin que se produzca reacción positiva con el reactivo de difenilami­

na se procedió a efectuar dicha reacción sobre las soluciones de gluco­

sa que se detallan en el CUADRONo. 7, en el cual se encuentran consig­

nados los promedios de los resultados obtenidosa­

CUADRO N05 Z

CONCENTRACIONES MÁXIMAS DE GLUCCSA.ADMISIBIES

CUANDOSE EECTUA LA REACCION CON DIFER‘IILAMINAm Resultado
gr/litro

¡o Negativo
20 Negativo
3o Negativo
35 Posit. débil
4o Positivo
5o Positivo
6o Positivo
7o Positivo
80 Positivo
90 POSitiVO

100 Positivo

Las conclusiones que pudimos extraer de estas experiencias podemosre­
sumirlas así:

a) Las soluciones cuyas concentraciones de glucosa se encuentran COHF

prendidas entre 50 y 100 gramos por mil dan coloraciones similares

a las obtenidas con solución de levulosa a1 1 0/00.­

b) Las soluciones cuyas concentraciones de glucosa se encuentran com­

prendidas entre 30 y 50 gramos por mil dan coloraciones similares a

las obtenidas con soluciones con concentraciones de levulosa comprenw

didas entre 0,1 y 0,5 gramospor mil.­
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c) Las soluciones cuyas concentraciones de glucosa se encuentran por de­

bajo de 30 gramos por mil, dan reacción negativa.­

En las experiencias que efectuamos en forma similar con soluciones

de ambos azúcares en orina pudimos comprobar que debido a la interferen­

cia del color de las mismascon el color azul desarrollado se obtenían

coloraciones azul-verdosas que si bien guardaban entre si una relación

de intensidades similar alla observada en las experiencias con ambos

azúcares en solución pura, no permitían una comparación exacta con los
mismos.­

Por otra parte el color desarrollado por una dada concentración de

azúcar dependía de la intensidad del color de 1a orina empleadapara di­
solverlo.­

Por tal causa y a fin de obtener resultados uniformes, decidimos

efectuar las reacciones con difenilamina sobre desproteinizados obteni­

dos de acuerdo al método de Somogyi.­

Comoel límite de sensibilidad de la reacción corresponde a 0,1 grs
por mil, de efectuar el método de Somogyi tal cual comolo describieror

el autor efectuando una dilución 1:10 de la orina,el límite de sensibi­
lidad de esta reacción para determinar levulosa en orina hubiera sido

de I gramopor litro.­

Por lo tanto efectuamos 1a desproteinización con los reactivos ds

Somogyipero haciendo una diluc16n de 1:5 y llevando por lo tanto el

límite de sensibilidad a 0,5 gramospor litro, perfectamente convenien­

te-pera las necesidadescorrientes.­
Resumiendo, la reacción con difenilamina se efectuó de 1a manera

siguiente.­

R.e.s_c_1t.i@s =

1) Solución I de Somogz : SO4Zn. 7 H20 al 10 % en agua destilada.­
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2) Solución II de Somogyi: NaOH0,5 Ni

Ambassoluciones deben ser preparadas de forma que lO ml. de

la soluciGn I, diluidos a 50-75 ml. con agua destilada, requie­

ran el agregado de 10,8 a 11,2 mla de la solución II para obte­

ner un color rosado permanente con fenolftaleina.­

3) Solución alcohólica de difenilamina: Disolver 2,4 gramosde di­
fenilamina en 90 m15de etanol de 96°.­

4) Acido clorhídrico concentrado:p.a¡

5) Reactivo de-difenilaminazlse mezclan 90 ml¡ de la solución a1­

cohólica de difenilamina con 110 ml; de ácido clorhídrico con­

centrado. No debe conservarse más de treinta dias, guardado en

un frasco color caramelo bien tapado¿ Es preferible preparar

cada vez la cantidad que se ha de necesitar en el momento
de su uso.­

¿:‘l‘CCGdmiento:

A l ml¿ de orina colocados en un tubo de ensayos se agregan 2 ml.

de agua destilada y l mle de la solución Nes I de Somogyi, agitando para

homogeneizar¡ Se.agrega l m1. de la solución Noa II agitando vigorosamen­
teá Se filtra o centrífuga¡­

Se coloca l ml¡ del reactivo de difenilamina en un tubo de ensayo.

Se agrega 0,1 mle de filtrado; Se coloca el tubo durante l minuto exac­

tamente en un baño de agua hirviend0¡ Una vez transcurrido el minuto, se

retira rápidamente el tubo del baño de agua hirviendo colocándolo inmedia­

tamente en agua frfaa Se observa el color del líquido contenido en el
tubo.­

Paralelamente y en la mismaforma conviene preparar un testigo,

utilizando agua destilada en lugar de orina.­

ylgtgrpggtación: En caso de existir levulosa se desarrolla un color azul
{4/
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En la aplicación de los métodos de Seliwanoff, Borchardt, y de la

difenilamína a la investigación de levuloaa en orinas normales que pre­

sentahan ensáyo de Fehling y Benedict negativoa,ae obtuvieron los re­

sultados consignados en el cuadro No. 8.­

CUAQRO N0¡ 8

Ensayo de Ensayo de Ensayo con
Muestra N°°’ Seliwanoff Boróhardt difenilamina

1 Negativa Negativa Negativa
2 Negativa Negativa Negativa
3 x Negativa Negativa Negativa
4 Negativa Negativa Negativa
5 Negativa Dudoaa Negativa
6 x Negativa Positiva Negativa
7 Negativa Negativa Negativa
8 x Negativa Negativa Negativa
9 x Negativa Positiva Negativa

10 x Negativa Negativa Negativa
11 Negativa Negativa Negativa
12 x Negativa Negativa Negativa
13 Negativa Positivo Negativa
14 Negativa Negativa Dudosa
15 x Negativa Dudosa Negativa
16 Negativa Negativa Negativa
17 x Negativa Negativa Negativa
18 Negativa Positiva Negativa
19 Negativa Negativa Dudoaa
20 x Negativa Positiva Negativa
21 x Negativa Positiva Negativa
22 x Negativa Negativa Negativa
23 Negativa Dudosa Negativa
24 Negativa Positiva Negativa
25 x Negativa Positiva Negativa
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Ensayo de Ensayo de Ensayo con
Muestra N°° Seliwanoff Borchardt difenilamina

26 Negativa Negativa Negativa
27 Negativa Dudosa Negativa
28 x Negativa Positiva Negativa
29 Negativa Negativa Negativa
30 x Negativa Negativa Negativa
31 Negativa Negativa Negativa
32 x Negativa Negativa Negativa
33 Negativa Posit¡débil Negativa
34 x Negativa Dudosa Negativa
35 Negativa Negativa Dudosa
36 x Negativa Negativa Negativa
37 Negativa Posit¡débil Negativa
38 x Negativa Negativa Negativa
39 Negativa Posit¡débil Negativa
40 Negativa Negativa Negativa
41 x Negativa Negativa Negativa
42 x Negativa Positídébil Negativa
43 Negativa Negativa Negativa
44 Negativa Negativa Negativa
45 Negativa Dudosa Negativa

Hemosobservado que muchas orinas (marcadas con x) a pesar de dar reac»

ción negativa con el reactivo de Seliwanoff, dado que-no se obtuvieron

precipitados, desarrollaron coloraciones equivalentes a las obtenidas
con soluciones de levulosa con concentraciones de la mismacomprendidas

entre 0,5 y l gramopor mil;­

_Muchasorinas dieron reacciones positivas con el reactivo de Bor­
chardt, siendo por lo general orinae muycoloreadas.­

A continuación, procedimos a aplicar las reacciones de Seliwanoff,

Borchardt y difenilamina a yarias muestras de orina con cantidades varia—

bles de glücidos, dosadas según el métodode Fehling cuantitativo.­
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Los resultados obtenidos se encuentran consignados en el CUADRONo. 9

CUADRO No. 2

APLICACION DE LNB REACCIONES ESTUDIADAS A LA

INVESTIGACION DE LEVULGSA EN ORINNS DIABETICAS

Muestra gonCÏgtrgcifin R E A C C I O N
No. ¿SE-¡5% Seliwanoff Borchardt Difenilamina

1 'Vestigioa Negativa Negativa Negativa
2 Vestigios Negativa Negativa Posit¡débil
3 Vestigioe Negativa Negativa Negativa
4 Vestigios Negativa Negativa Posit.débil
5 Vestigioa Negativa Negativa Negativa
6 Vestigios Negativa Positiva Dudosa
7 1,15 Negativa Negativa Negativa
8 1,25 Negativa Negativa Negativa
9 2,25 Negativa Negativa Negativa

10 6,00 NegatiVa Negativa Negativa
11 6,25 Negativa Positiva Negativa
12 10,00 Negativa Negativa Negativa
13 15,00 Negativa Positiva Negativa
14 20,00 Negativa Positiva Positiva
15 30,09 Negativa Positadébil Negativa
16 51,00 Negativa Positedébil Negativa
17 50,00 Negativa Positiva Positiva
18 50,00 Negativa Positiva Negativa
19 50,00 Negativa Positiva Negativa
20 70,00 Negativa Positiva Positiva

Durante las experiencias cuyos resultados se encuentran detallados en
el CUADRON06 9, pudimos observar varios detalles interesantes.­

Si bien es cierto que ajustándonos a las prescripciones de la

reacción de Seliwanoff con respecto a que es necesaria la formación

de un precipitado para que se considere positiva, consideramos comoner

gativos,los.reau1tados obtenidos con dicha reacción, varias de las
srínas produjeron desarrollo de un color equivalente al obtenido con
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soluciones de levulosa de concentraciones comprendidasentre 0,5 y l

gramo por litro; cosa que también ocurría con orinas que no contenían

ningún glúcido, ( CUADRONo. 8).­

Las muestras de orina correspondientes a los númerosl5,l6,l7,18,
19 y 20 desarrollaron color con el reactivo de Borchardt, cosa explica—

ble dado que las concentraciones de glucosa en esas muestras sobrepa­

san las concentraciones máximasadmisibles por esa reaccion s El reac­

tivo de Borchardt dió también reacción positiva con las orinas 6 y 13,

hecho que atribuimos a que dichas orinas se encontraban fuertemente

coloreadas, cosa que, comohabíamos comprobadoen las experiencias

correSpondientes al CUADRONo.8, resultaba un inconveniente, debido

a que en esos casos la reacción de Borchardt daba resultados positivos
aún en ausencia de levulosas­

Con respecto a la reacción de la difenilamina, comprobamosque

las muestras de números 14,17 y 20 desarrollaron una coloración seme­

jante a la obtenida con solución de levulosa al l o/oo, hecho compati­

ble con lo observado por diversos autores respecto a que en las orinas

diabéticas la levulosa acompañafrecuentemente a la glucosas­

Respecto de las orinas 2 y 4, surgió el fenómenointeresante de

que dichas orinas que normalmente se informarian comoorinas con ves­

tigiOS de glucosa, desarrollaban color con el reactivo de difenilamina,
inclinándose por lo tanto a pensar que el hidrato de carbono presen­
te era 1evulosa.­
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Aplicación de la reacción de la difenilamina a 1a investigación de
levulosa en diversas muestras de sangre.

Para efectuar el desproteinizado de las muestras de sangre, se­

guimos la técnica de Somogyiefectuando una dilución de la sangre de

1:10, debido a que efectuando la dilución 1:5 empleada para las mues­

tras de orina no conseguimosobtener el volumende filtrado necesario.»

Dadas las pequeñas cantidades de levulosa que aparecen en la san­
gre luego de la ingestión de la misma, observadas par los autores que

efectuaron-curvas de tolerancia con dicho azúcar, y teniendo en cuenta

que de esas mismas concentraciones efectuamos una dilución al décimo

para efectuar la desproteinización, descartamos los métodos dewSeliwa­

noff y Borchardt por no ser lo suficientemente sensibles.­

Respecto de la reacción con difenilamina tal comola efectuamos

para la investigación de levulosa en orina, comprobamosque tampoco

posee la sensibilidad necesariaá­

Habiendo observado que el limite de sensibilidad aumenta con el

tiempo de calentamiento y no existiendo el inconveniente-mencionado

para su aplicación a la orina referente a las cantidades apreciables
de , glucosa que suelen encontrarse presentes en la misma9considera­

mos 1a posibilidad de aumentar dicho tiempo de calentamiento.w

Teniendo en cuenta lo comprobadopor varios autores reSpecto

que los valores normales alcanzados a 103.50 minutos de-la ingestión
oscilan entre lO y 25 miligramos por ciento, consideramos que era ne;

cesario y suficiente que nuestra reacción fuera capaz de‘apreciar canti­
dades de levulosa del orden de 10 mg. por ciento.­

Esto resultaría factible aumentandoel tiempo de calentamiento,

siempre que lo hiciéramos por debajo del tiempo necesario para que

cantidades de glucosa del orden de 100 mgpor ciento, presentes nor­

malmenteen la sangre, desarrollen color¿­
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Para determinar el tiempo de calentamiento que reuniera ambascondi­

ciones preparamos una solución de levulosa conteniendo 10 mg. de di­

cho azucar por ciento y otra de glucosa conteniendo lOOmg de la mie­

mapor cien mililitros de solución.­

Sobre ambas soluciones efectuamos la técnica de Somogyi a fin de

trabajar en condiciones similares a las que emplearíamosmás tarde pa­

ra la aplicacion de la reacción a la investigación de levulosa en

muestras de sangre.­

Efectuando la reacción de 1a difenilamina paralelamente sobre

ambosfiltrados y aumentandoprogresivamente el tiempo de calentamien­

to, pudimosobservar que la solución de levulosa desarrollaba color

luego de 4 minutos de calentamiento, mientras que la de glucosa recién

lo hacía luego de 7 a 8 minutos.­

Por lo tanto consideramos que resultaba conveniente calentar du­

rante 5 minutos ya que la glucosa no desarrollaba color mientras que el
color desarrollado por la levulosa era másvisibles.

Unavez fijadas las nuevas.condiciones para la investigación de

levulosa en sangre por el método de la difenilamina, procedimos a

realizarla sobre varias muestras deesangre de pacientes en ayunaas

Los resultados obtenidos se encuentran consignados en el cuadro No.10.
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APLICACION DE LA REACCION CON DIFENILAMINA

A LA INVESTIGACION DE LEVULCBA EN SANCBE DE PACIWTES EN AYUNAS

Muestra No. Resultado Muestra Nes Resultado

l Negativo 11 Negativo
2 Negativo 12 Negativo
3 Negativo 13 Negativo
4 Negativo 14 Negativo
5 Negativo 15 Negativo
6 Negativo 16 Negativo
7 Negativo 17 Negativo
8 Negativo 18 Negativo
9 Negativo 19 Negativo

10 Negativo 20 Negativo

A fin de descartar 1a posibilidad de que los resultados negativos

obtenidos se debieran a poca sensibilidad del método, paralelamente a
cada una de las determinaciones consignadas en el cuadro No¡ 10, se

efectuaron otras tantas en las cuales en lugar de agregar 7 mls de agua

destilada para obtener el filtrado libre de proteínas, se agregaron6
m1. de agua destilada y l ml. de una solución conteniendo 10 mg¿ de

levulosa por ciento, agregandopor consiguiente la cantidad de levulo­

sa necesaria para estar en las mismascondiciones en que se hubiera es­

tado si la sangre hubiera poseído dicha concentración de levulosa.—

En todos los casos la reaccidn dió resaltado positivo.­

Aplicación de la reacción de la difenilamina a mUeatras de sangre y

orina de personas a las cuales se administró previamente 1evulosa.—

A fin de comprobar si los resultados obtenidos con muestras de san»

gre y orina agregadas de levulosa se reproducían cuando la reacción de

la difenilamina se practiuaba sobre dichos líquidos bioldgicos pertene­
cientes a personas que hubieran ingerido levulosa, procedimos a efectuar
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las siguientes experiencias.­
La levulosa se administró por medio de 250 m1¿ de té liviano con­

teniendo lOOgramos de miel de abejas.­

Se solicitó a diez personas cuyas sangres y orinas se habían exa­

minado previamente a fin de comprobar que no contenían levulosa, que

ingirieron las soluciones de miel antes mencionadas.­

A los 45 minutos de la ingestión se extrajeron muestras de sangre

de dichas personas, solicitando a las mismasque recogieran la orina
eliminada durante las cuatro horas subsiguientes, remitiéndolas ense­

guida al laboratorios­

Nueve de las diez muestras de sangre_examinadas dieron reaccion

positiva con el reactivo de difenilaminaó La muestra restante dió una
reacción dudosas­

Respecto de las reacciones efectuadas sobre las muestras de orina,

pudimos observar que ocho de las mismas dieron reacciones positivas

mientras que las restantes dieron reacciones negativas. Las orinas que

dieron reacción negativa no produjeron reducción de los reactivos de

Fehling y Benedict.­

Posibilidad de utilizar la reacción de la difenilamina como_reggcigg
cuantitativa.­

Comoapéndice a1 presente trabajo, efectuamos algunos ensayos pre­

vios de orientación, con el fin de observar sus posibilidades como
reacción cuantitativa¿­

Dado que dejando estar los tubos en los cuales se han obtenido
resultados positivos con el reactivo de difenilamina, se observa que

el color aumenta lentamente con el tiempo, y previendo que en el caso

de preparar una serie de testigos efectuando la reacción sobre muestres

con distintas concentraciones de kzvulosa, estos cambiarían progresi­
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vamente de color, consideramos la posibilidad de efectuar la reacción

sobre una solución de levulosa al 5 o/oo pero calentando durante 20

minutos a fin de que se desarrollara el maximode color posible, dila­

yendo luego la solución coloreada obtenida en forma tal de tener solu­

ciones con color de intensidad decreciente que más tarde pudieran ser

calibrados por comparacióncon los colores desarrollados por soluciones
con distinta concentración de levulosa.­

Al efectuar nuestras.experiencias en este sentido pudimoscompro­

bar que las coloraciones conseguidas por-dilución progresiva de la so­

lución fuertemente coloreada obtenida comose explicó mass arriba, no

resultaban perfedtamente comparables con las desarrolladas soluciones
de distintas concentraciones de levulosa.­

Intentamos luego aplicar la reacción de la difenilamina a la for­

maciónde anillos que permitieran establecer una escala comparativa.

Habiendotratado de formar anillos por superposición del reactie

vo y de 1a solución de levulosa cuidando de que no se mezclaran ambas

capas vimos que durante el calentamiento se producía una difusión de
las mismasó­

Tratamos de evitar este inconveniente procediendo a mezclar por

partes iguales la solución de levulosa con una de sulfato de magnesio,
a fin de hacerla más densa y conseguir una mejor separación de ambas

capas.­
Los resultados obtenidos fueron similares a los anteriormente ci­

tados, por lo tanto decidimos emplear una serie de soluciones testigos

de levulosa con las cuales se efectuaban reacciones paralelamente a la

llevada a cabo sobre el desconocid0¡ El escaso númerode ensayos reali­

zados (diez) no nos autoriza a sentar conclusiones definitivas, pero

permite plantear la posibilidad de efectuar en el futuro, un estudio
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más amplio a1 respecto.­
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l) Se han estudiado varias técnicas propuestas por diversos autores para

v2

3)

4)

la investigación y valoración de levulosa en soluciones acuosas así

comoen sangre y orinaó Los ensayos efectuados demuestran que algu­

nas de ellas no son aplicables a la investigación de dicho glücido en
orina; Sólo hemosobtenido resultados aceptables con las reacciones

de Seliwanoff, Borchardt y la reacción con difenilamina.­

Reacción de Seliwanqïï.- Los ensayos que hemos efectuado revelan que,

si bien resulta útil para investigar la presencia de levulosa en ori­
na, presenta el inconveniente de ser poco sensible pués solo acusa
resultados positivos cuandola concentración de levulosa en orina es

superior a 3 gramospor litro. Nohemosobtenido interferencias debi­

das a la presencia de glucosa, aún en cantidades de 100 gramos por li­

tro.- \
Eggggigg_de Borchardt.- Hemoscomprobadoque la reacción de Borchardt

es más sensible que la anterior, pues revela 1a presencia de levulosa

en orina cuando ésta existe en cantidades mayores de 0,3 gramos por

litro. Los ensayos efectuados revelan qle sólo resulta aplicable cuan­
do no existe glucosa en la muestra, o bien si ésta se encuentra pre­

sente en cantidades menores de 20 gramos por litro. Esta reacción

presenta el inconveniente de que ciertas orinas muycoloreadas, que

no contienen azúcares reductores, dan reacciones positivas falsas.
Hemosobservado también, que es necesario ajustar el pH de la solución

entre 6 y 7 antes de efectuar la extracción etérea, para lograr un
pasaje completo de la materia coloreada a1 éter.­

En las experiencias efectuadas a fin de aplicar las.reacciones.de Se­

liwanoff y Borchardt a la investigación de levulosa en sangre no he­
mosobtenido resultados satisfactorios, tal vez por encontrarse las

cantidades de levulosa presentes en la misma, por debajo del limite
de sensibilidad de estas reaccione85­
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‘iás .3:de3criptas por los autores

que han trabajado con este reactivo no resultan aplicables a 1a in­

Reacción con difenilaminai­

vestigación de levulosa cuando ésta se encuentra acompañadade can­

tidades apreciables de glucosa, pero el estudio de los factores que

influyen en esta reacción, nos ha permitido determinar las condicio­

nes óptimas para que dicho reactivo pueda ser empleadoen la investi­

gación de levulosa aún en presencia de apreciables cantidades de glue
cosa.­

_ La técnica seguida consistió en calentar a 10000 durante.1 mi­
nuto, 0,1 ml. de un filtrado libre de proteinas (obtenido tratando la
orina de acuerdo a1 método de deSproteinización propuesto por*Somogyi,

pero efectuando una dilución de 1:5 en lugar de la dilución 1:10 acon­

sejada por el mismo), con l ml. de un reactivo constituido por 110

ml¡ de ClH concentrado p.a., 9o ml. de etanol de 96° y 2,4 gramos de

difenilamina p.a.
El limite de sensibilidad de la reacción con difenilamina en tales

condiciones es de 0,1 gramode levulosa por litro, pero puede ser

aumentado prolongando el tiempo de calentamiento; Este tiempo de ca­

lentamiento ( y por lo tanto el limite de sensibilidad) no puede ser

aumentado indefinidamente pues está limitado por 1a cantidad de glu­

cosa presente. Efectuando el calentamiento durante 1 minuto exactamen­

te, es posible investigar la presencia de levulosa en orina, adn en

presencia de 100 gramos de glucosa por litrOa­

Esta reacción resulta aplicable a 1a investigación de levulosa en san­

gre (siempre que se encuentre en cantidades mayores de lo miligramos

por ciento) efectuando el calentamiento durante 5 minutos en lugar de

l minuto comose realiza para la investigación de levulosa en orina.­

Este método presenta posibilidades para ser empleado comométodo cuan­

titativo para la valoración de levulosa en orina y sangre. El limita­
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do número de ensayos efectuados con ese objeto, no nos permite ase­

gurar categóricamente tal posibilidad, pero los resultados obteniüos
en dichos.ensayos parecen ser dignos de justificar un estudio poste­

rior más amplio en tal sentido.­

Comoresultado de las experiencias que hemos realizado , se acon­

seja una técnica personal, empleandola reacción de la difenilamina,

para la investigación de levulosa en orina y sangre.­
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