BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Comparacion de métodos para la
investigacion de levulosa en
liquidos bioldgicos

De Buono, Amadeo Francisco

1956

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

De Buono, Amadeo Francisco. (1956). Comparacion de métodos para la investigacion de
levulosa en liquidos biolégicos. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0891_DeBuono.pdf

Cita tipo Chicago:

De Buono, Amadeo Francisco. "Comparacién de métodos para la investigacion de levulosa en
liquidos biolégicos". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1956. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0891_DeBuono.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0891_DeBuono.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0891_DeBuono.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

——————

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

- e = ) e o

COMPARAQION DE METODCS PARA LA INVESTIGACION DE LEVULGSA
EN_LIQUIDOS BIOLOGICCS

por

AMADEQ FRANCISCO DE BUONO

TES IS
para optar al t{tulo de

DOCTOR EN QUIMICA

(orientacién Quimica Analftica)

U, S

Buenos Aires

1956

el 891



‘/‘

& x

’7& o 7errr: 891

stz it

scs autores sebre el metabolme do h $Moca sl pn;

388 y pnteldgtm. Se cmismm m mod.tu ﬂ.-ioq 4 quh&caa,ui

ootie A0 obtenaién. in'dl lnhﬂriﬁoxio. at'dolqm}bon los q‘;odoe hyﬁpuo-
tos por diurm :nntorn para la uwutigucidn qV mrwup de. Tewulow

Lo -8e en ooluctonn ‘acuosas de Iomhu mn d;amu ;qnwlrides,ea,-

pectalzente imsting,y en u'qumoa biuCncos.

Resultados experimentales” ™ i .
Se han. sstudEade yuriae tdcpices prOpueataa por .diversos’ Intoroa pars

1ls 1nv@st1gaoi&n y vulnraﬁliﬁ‘li tivﬁiosa en aolncionea acuosas as!
come en oangrv ¥ orina., Loa ensayos areetﬁanos demostraron aue algu=-
nal de cliun‘np-iun nplioahmou ala 1nvostigacidn do diche glﬁcido en

orina, sélo obiuvi-ou xbluli‘don acoptablea-ann las rcaceiouoo de Se=

ltwnnotr.nnz.hgrﬂt ¥ la reageién basada on ol onploo de difenilamina,
Los insayoa chotuadoa cen 11 reaccidu de Selivanoff revelan que,si
bien resulta dtil para investigar la presoueia de léwilosa en orina,
presenta el tnconrnniento de ser poco ssnsible pusa adlo aguse resul-
tados positivns cuando la concentracién de levulosa en orins es supe—-
rior a 3 gramos por litro, No obtuvimos interferenciss debidas a la
presencia de glucosa,adn en cantidades de 100 gramos por litro,
Comprobamos que la reaccién de: Bbrchardt ea nfs senaiblg que 1la de Se-
livaneff,pues revela la presencia de levulosa en orina ¢uando se en-
cuentra presente en cantidades mayores de 0,5 gramos por lltro. Les
onsayoa efectuados revelan que sélo resulta aplicable eunndo ne exis~
te glucosa en la muestra,o bien si $#sta se encuentra prosente en can-
tidades menores de 20 gremea por litro, Esta reaccidn presentn el ine
conveniente de que ciertas orinas muy coloreadas,que no contienen glde
cidos reductores,dan reacoionea positivas falsas, También observamos.



vmahr:h coloreada al éter.

m obtcnide runltados ntiotwfhrios.tu,vcz

-smih:llidad ae estas raaecionos. ;

cfoctua.r An mrmolh :

Bn las mori-nciu stectuadas , iy f 44

mtmwu de levuloga presentes’ a; 1a miﬁi‘.por

que las tlcnieu dnoripta- por loa antm; que trqbnjar’con eaie
uwtivo ne rnu‘.lhn apucablea 1Y 14 tnvcaﬂ:gdcidn dd lew&a on ori-
nA eua.ndo lata g, encuentra nompanada dn ca.ntidudea Qrociaﬁoe de

glucnl.pero el ntudio de los £ﬁilrns que hu’.luyqn en’ dita mcoiﬁn,

. mos ha pomiti.do detominar lu condl.cimcs dptimaa ;mra que la misma
pueda ser. uplnda en la. nvostigacﬂn de 1evulosa adn cn prcsencia de

mihbios cantid;des de glucosa,
La t‘cn:leg segil e consiekid en’ &Mtar a 106 oc duranto 1 mnuto, .
0&1‘ m‘i lo un ﬁ,ltrado libre de protefnas ( obtenido tratando la orina

_ a. acuerdo al mltodo 4. dcmot-iﬁim&g propuesto por Smagyi,poro

ix‘

Ofeeim“‘nm Hlnci‘n de 1t5 en lugar de la d1lucién 1410 aconseja-

.. da por el nim),oon 1 m1 de un remgtivo constitufde por 110 ml de

CLH toncentrado-g;api90 al de etansl. A9 94 gr.de difenilamina .

B} *Mn;tqudu. mnhilidad de esta reaccidn on tales condigiones es de

0,1 gramo de levulose. aor litm.poro mude ser aumentado prolongando
el t&mo a8 bdmtmionto. Este tiqnpo de talontmicnto (y por lo tan-
10 el 1fmite de sonu“bihdnd) no puede ser mumentado indoﬂ.nsldmnto
pues estd 1mun por la centidad de glucose pﬂlent.. Efwtuando ol
cqlom-niento durant. 1 minuto omtmmto,ea poaible 1n%atigar la pre
amia de. levulm en em:,aﬂn en pruonci.a de 100 grmoa de glucosa

‘per litro,

Esta roaccidn rosulta &plicable a 10 1nvest15:ci€h de levuloau en agn-

greyefectuando el calentamiento durnntt 5 minutos on lugar de 1 minuto

como se realiza para la 1nvestlgacidn de lewviiloss en ‘oring,

Presenta posibilidadea de ser emplcudo como método cuantitativo para la
vuloraeiGn de levuloaa en orina y anngre. Bl limitade ensayo-efectuade

con ese objeto ne nos psrumite aaogurar catogﬂbicamcnto tal posibilided,
dndo el escaso nimero de experiencias realizades como apéndice del pre

sente trabajo »Pero los resultados obtenidos en las mismas,parecen dig-






BT
y :;t--'*ciﬁ\“ a’m
\A@‘»e:;_?‘-*'-f
,.g-vi"x (}“”

S




(LX)
.

Expreso mi reconocimiento amplio y sincero
al Dr. Ventura Morera,Profesor Titular de
Andlisis Bioldgicos,por haber tomado bajo
su dircccidn el presente trabajo,orientén
dolo constantemente con sus valiosas indi
caciones.

Ke es grato asimismo,dejar constan
cia de mi agradccimiento a la Dra.Rosa M.
Ferro por su amabilidad de colaborar en la
correccidn de los originales dc esta tesis.



INDICE

UAPITULO I.~ Teorfas sobre el metabolismo de la levulosa
CAPITULO II.- Propiedades fisicas y qufmicas y obtencién
de 1la 1evUloB8A seesececcscesssvcscscsrosnsos

CAPITULO III.~ Téenicas de investigacién y valoracién de

levulosa en soluciones puras y en polisa-

c&idos...........'.loltl.l..!.......‘...

CAPITULO IV.~ Determinacidn de levulosa en lfquidos bio-

16gic°s.l..........I..............'.'C..

CAPI'ILUIIO Vo- ReSlﬂ.t&dOS experiment&leso.............-.

COI‘ICL[BIONE.-ODODOOO..........Ol.......l...lll..........‘

o

Péh.

24

31
55

85



PITULO=1

c

TBORIAS SOBRE EL

MERABOIIO TR LA LEVUEOSA

S



En el afio 1922 Folin y Berglund (1) publicaron un método
para la valoracién de glicidos en orinas normales y nosteriormente
un trabajo sobre absorcibén, retencién y eliminacién de hidratos de
carbono en el organismo. En este Gltimo observaron que adn aumen-
tando el nivel de levulosa en sansre, no llegaba a producirse levu
losuria ya que, segin ellos, el hidrato de carbono reductor que
aparecia en orina, no era levuleosa, sino productos de descomposi-
cién o bien imvpurezas de la misma, presentes antes de ser ingeri-
da o bien producidos dentro del organismo por »rocesos metabdlicos,
Se basaron para afirmar esto, en el hecho de que luego de la inges-
ti6n de levulosa se observaba en la orina la presencia de un hidra-
to de carbono reductor que no daba la reaccién de Seliwanoff. Por
ello dedujeron que debia existir un umbral renal determinado que no
era sobrepasado normalmente por la levulosa sino por sus imnurezas
o productos de déscomposicién,.

En cambio cuando existe una afeccién hepédtica la levulosa
presente en la sangre es poco utilizada por dicho 6rgano, producién
dose as{ una hiperlevulosemia que sobrepasa el menclonado umbral re
nal, con la consiguiente aparicion de levulosa en orina,

Observaron también que narecia no existir un umbral renal
anfilege para la lactosa y la galactosa,

En su trabajo hiciercn mencién de las nropiedades sumamen
te laxantes de soluciones de ovulosa c¢ue fueron calentadas en au-
toclave y consideraron que las diarre:: que ocurrian frecuentemente
luego de la ingectién de levulosa, erurn probablemente debidas a pro
ductos de descomposicioén de 12 misma presen*es en las levulosas co-
merciales, ain en las més puras, y2 que la levulosa es facilmente

descomponible.



-2-

En cuanto a la fdcil eliminacién de la levulosa sanguinea
por los organismos normales y adn los diabéticos, supusieron que se
debia a que los tejidos se hallan saturados de glucosa pero son ca=-
paces de absorber y utilizar ripidamente otros glicidos con respec-
to a los cuales no se encuentran saturados. Previeron la posibili-
dad de su empleo para_reemplazar a la glucosa, salvo el inconvenien
te de los trastornos gastrolntestinales producidos por sus impure-
zas.

Llegaron a la conclusién de que la levulosa y la galacto
sa eran menos capaces de provocar hiperglucemia que la glucosa, de-
bido a un mayor aprovechamiento de las prlmeras por parte de los te
jidgs.

En cambio Foster (2) llegb a resultados totalmente distin.
tos puesssegin él, la levulosa y la galactosa nc eran capaces de or¢
vocar‘hiperglucemia, debido a una mayor capacidad por parte del hi-
gado de formar glucégeno a partir de éstos hidratos de carbono.

Comprobd que existian d;fenencias entre la cantidad de
glicidos en sangre capilar y venosa Y que la relacién entre ambas
cantidades variaba luego de la absorcién de levulosa o glucosa,

Segin Foster, el aumento de esta relacién luego de la in-
gestibn 1¢ ievulosa era menor que en el caso de ingestidén de gluco-
sa, debido prcbablemente & una mayor retencién de la primera por
parte del higado.

Tompién pudo constatar que la levulosa se encontraba bajo
la forma de holbésido y que la lactnsa era capaz de producir hiper-
glucemia, lo cual estaba de acuerdo con su condicién de glicido poco

formador de glucbgeno.
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En el mismo afio Bodansky (3) realizb un estudio sobre la
hiperglucemia en perros, provocada por la ingestiétn de varios glé-
cidos y comparé los aumentos producidos por cada uno,

Comenté el trabajo de Folin y Berglund, y estuvo de acuer
do con ellos en cuanto a que el glicido que aparecfa en orina luego
de la ingestién de levulosa no era ésta, sino productos derivados
de la misma.

Comprobé también lo afirmado por Foster en cuanto a que
la galactosa era capaz de producir hiperglucemias adn mayores que
las que podia producir la glucosa. Empleb para sus determinaciones
el método de Folin y Wu.

Segin Bodansky, la galactosa se elimina por la orina en
una tercera parte de la cantidad ingerida, durante las 24 horas
subsiguientes a la ingestién, y sin embargo muy dificilmente puede
ser reconoclda por sus reacciones caracteri{sticas (formacién de
dcido mlcico, etce).

Poco mAs tarde Bodansky (4) efectubd experiencias no ya
sobre perros normales como lo hiciera en su primer trabajo, sino
sobre varros intoxicados con clorcformo, fésforo y otras sustan-
cias nepratotdxicas,

ileed a la conclusidn de que la prueba de tolerancia a
la levulcsa era la mds indicads pars determinar la funciédn hepéti-
ca, Comprobd que la de glucosa no resultaba conveniente por hallar
se influenciada por factores extrahepédticos, mlentras que la de 1la
galactosa acusaba variaciones individuales que hacian que sus re-
sultados fueran inaceptables.

También observé que una vez normalizada la funcidbn hepdtica se
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normalizaba la curva de tolerancia a la levulosa.

Todas las valoraciones fueron efectuadas en sangre, ya
que en orina no obtuvo resultados reproducibles.

Hiller (5) en 1925 comprobé por fermentacién y reduccién
segln los métodos de Hagedorn - Jensen (6) y Folin Wu (7), que no
toda la sustancia reductora presente en la sangre era glucosa, si-
no que existia una fraccién de sustancia reductora no-glucosa equi
valente a 0.01-0.03% de glucosa: También verificé que producilendo
shock insulinico podfa llegar a reducirse a cero la glucosa san-
guinea, mientras que la fraccién reductora no-glucosa permanecia
constante.

Observé que en casos de glomerulonefritis con retencién
grande de nitrbgeno cesta fracclén aumentaba, comporténdose en es-
te caso como la glucosa en cuznto & la fermentacién.

Folin y Svedberg en 1926 (8) encontraron que-en. ¥4 -ori-
na existia otro @JScido reductor no-glucosa que era fermentescible.
que no era maltosa ni ningtn otro polisacdrido y que ellos supu-
slieron se tratabva de una etapa intermedia del metabolismo de los
hidratvs de carbono, Disintieron con Benedict en cuanto a la co-
rreccién 4-1 término glicuresis propuesto por este dltimo para
significar una pequeile eliminacién normal de azicar por orina.

Fagle (2, opiné igual que Foglin y Berglund en cuanto
a oue ecos gidcidos eliminados per la orina, que eran considera-
dos nocnales por Eenedict, no debian ser glucosa sino otros gli-
cidos ingerides, o bien los productos de su descomposicién,

Doy su parie Wierzuchoski (10) experimentdé sobre perros

normales inyectédndoles solucicrec de diversos hidratos de carbonc
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en forma continuada, de manera de transfundir a razén de 2 gr. de
los mismos por kilogremo de peso y por hora hasta llegar a mante-
ner un regimen contante de eliminacién por la orina de cada uno
de los glicidos 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 inyec
tado era transformado por los tejidos y el 10% restante eliminadc
por la orina (aproximadamente un 9,7 % para la levulosa y 12, 1 %
para la glucosa).

Ambas aparecian respectivamente en la orina cuando eran
inyectadas, es decir que, cuando se inyectaba glucosa, ésta aparg
cia en la crina y no la levulosaj a su vz, cuando se inyectaba
levulosa; era ésta la que aparecia, y no la glucosa. Administré
insulina durante la inyeccibébn a régimen constante, y observé una
disminucién en la glucosa excretada, desde el 10% que se elimina
ba en un principio a un 1 % de la inyectada, mientras que la ex-
crecién de levulosa en igueles condiciones no fué modificada por
la irsulina. En la curva de glucosa en sangre, ia insulina produ-
Jo vn marc2do descenso con tvna curva caracteristica de la acciodn
enzimatica mientras que la curva de la levulosa en sangre no se
vié afectada por la insulina, La ro“acibén especifica de cada uno
de ics glicidos en la orina cxcretaca se mantuvo constante con o
¢in inyeccidn de insulina,

De sus experiencias, llegb a la conclusién que la levu-
losa no se depositaba en el organismo como un cﬁerbo extrafio al

mismo, sino como glucédgeno normel; que parecia tener su propin



- 6 -

metabolismo independiente de la glucosa, siendo la insulina una
hormona esnecifica para el metabolismo de esta dltima.

En 1927 Reinhold y Karr (11l) obtuvieron conclusiones
opuestas 2 las de Folin y Berglund, pues segin ellos, la levulosa
no era répidamente utilizada por los tejidos como tal, sino que
se transformaba en una sustancia intermedia entre la levulosa y
la glucosa para llegar finalmente a transformarse en esta dltima,
que obtenida de acuerdo a ese mecanismo, seria mds rdpidamente uti
lizada por los tejidos para la formacién de glucédgeno, que la glu-
cosa introducida al organismo como tal.

Cori y Cori (12) comprobaron en 1927 que la insulina ad-
ministrada por via intravenosa no modificaba la curva de tolerar.-
cia a la levulosa respecto de las curvas obtenida con pacientes
no insulinizados,

Empiearon para sus determinaciones la técnica Ge Ber-
trand, el método de Hagedorn Jensen y la reacclén de Seliwanoif.

M&s tarde, en el mismo afio, dichos autores comunicaron
1oe rasultados obtenldos por determinacién de la oxidaci®n de azi-
ceres y formacién de glucédgeno en el organismo,

Uutsrminaron el metebolismo de ratas en distintos gredos
de ayunc. Loz ratas luego de mn ayuno de 48 horas absortian y oxi-
daban mencs ievitloc: guo luece do uvn ayyune de 24 horas., Comproba.-
ron qie, después de 1o «dminizuTsoién conjunta de levulosa e insu-
lirz, coarric an menov deplsits A« giucbdgeno hendtico y aumentabe
la oxidaciébn de levalosa on lo: tejidos con relacibn a lo que se
obser»wvaba en ratas no inculiniusius.

Tstos autores manifestarcn que si blen era cilerto que ia
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levulosa tenfa su umbral renal caracteristico, este debfa ser muy
bajo, sobre todo cuando era inyectada intravenosamente, pués en
este caso »asaba por los rifiones directamente sin pasar antes por
el higado, el cual segin ellos, es un factor muy importante en la
fijacién de 1la levulosa nwresente en la sangre,

Supusieron que la tolerancia a un determinado glicido es
una medida de la capacidad nixima de los tejidos para eliminar di-
cho gldeido de la sangre,

En el caso de la levulosa, cuando se inyectaba corjunta=-
mente con insulina, disminufa la capacidad de formacién de glucége-
no en ¢l higado nero al mismo tiempo aumentaba la formacidn de glu-

cbgeno muscular y la oxidacidén en los tejidos evitdndose as{ la le-

vulosuria, (13).-

Por eso, la insulina no tenfa efecto aprcciable en la eli-
minacién mds o menos rdpida del glicido presente en la sangre, como
en el caso de la glucosay pues lo unico que hacfa variar era la re-
lacién de eliminacién de la levulosa sanguinea por parte del hfgado
y el tejido musculaf, pero sin variar la cantidad total de levulosa
elininada 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-
ministracién dc insulina pues en el higado también se acelera la
formacién de glucdgeno, cosa que no ocurrz con la levulosa,

En resumen, la difercncia cntre el aprovechamiento dec
glucose y lovulosa con administracién de insulina por inyeccidn in
travenosa consiste en que en el caso de la glucosa aumenta el depd-
sito de glucdgeno tanto en el higado como en ¢l tejildo muscular,
con relacidn al normal, mientras que en cl caso de la levulosa au-

renta la oxidacidn en el misculo a expensas de una disminucién del
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depbsito de glucédgeno en el hfgado, sero sin aumentar la cantidad
total de levulosa separada de la sangra,

En caitbio cuando la insulina <s segregada por el organig
mo de acuerdo a las nccesidades del mismo, estos mecanismos actuan
on forma ordenada y equilibrada no existiendo en ese caso un mayor
utilizanicnto delgldado en los tejidos a cxpensas del gluedgeno
hepdtico.,

Por su partc Benedict en 1928 (14) manifesté que normal-
mente no existfa en la sangrec ningin otro hidrato de carbono gquc
no fucra glucosa,

En el afio 1929 Corley (15) cxperimentd sobre concjos v
comorobd guc la levulosa aparocfa on pequefias cantidades en la
sangro dc¢ los mismos luego de la administracidén de levulosa por
via entérica,

Administrando 2 gr, de lcvulosa por Kg, de peso por via
intravonosa observd que esta desaparccfa totalmente a los 90 mi-
nutos de la inyoccién de la misma,

Una leve disfuncién hepdtica, provocada medianto sustan-
clas hcpatotéxicas, no modificé mayormente los resultados, En
afeccioncs mds acontuadas, provocadas con los mismos agontes ho-
patotdxicos, sc ohservd un ligero efccto en algunos casos, Sélo
ohservarcn un cfecto anreciablo cmpleando dosis masivas do estos
téricos.,

La lcvulosa inycctzdua simultdneamcnte con insulina pro-
tegfa al conejo Jel shock insuiinico, sin demostrar la insulinc
ningdn cofecto scbre la distrivucidn y eliminacién de la levulosa,
81 la iasulina sc adrinistraba intravenosa o subcutdneamente 1 o

2 horas cnteos ¢el suministro dc levulosa se ovsorvaba frecuocnte-
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mente shock y la levulosa desaparcefa de la sangre mds rdpidamcnte
quc c¢n coniicioncs normales,

Tashiro y Tietz en cl afio 1930 (16) comprobaron que la
lcvulosa sc encontraba normalmente cn la orina postprandial, siome
prc que en la comida sc hublcran ingorldo sustancias ricas cn di-
cho glicico,

En cl afio 1931 Harding y Selby (17) cstablacicron que,
dentro de los lfmites de los métodos analfticos comunos, no so on-
contraban hidratos do carbono formentesciblos on ori;a‘ab sujetos
en ayunas., Do existir algdn gldcido prescente, su concentracién do-
bfa scr mcnor que 5 mg, por ciento y mds scguramente cencontrarsc
por dcbajo dc¢ 2-3 mg. por ciento., (cxcluyendo glucosurias),

Como después de la ingestidn deo glucosa por la maifiana y
con sujctos cn ayunas no so obsorvé aumento do azdcgres formontes-~
cibles con la orina, supusicron que algunos dc los pacientes podrian
presentar alguna glucurcsis no reconocible por los métodos comuncs
y quc podrfa dchorse a un umbrzl ronal bajo,

El 504 de los pacicntes cxaminados mostraron pequofias
cantidades de azdcar formenteseible cn la orina deospués del almucr
zo. Dos 4« los naciontos, quo no eliminaron azdcarcs formontesci-
bles en ayunas ni posteriormenteo a 1l- ingestidn de glucosa por la
ma‘iana, ¢ dc¢ comidas mixtas ordinarias, Los oliminaron despuds de
le ir. suldn de gran cantida? «c frutas; asimismo otros sujetos 1o
hiciorca Luegoe 4¢ la ingestidn de jugo d2 naranja, miol y azdcar
inverticde. desnti¢g de haber esf5edo cn ayuanas,

Detorminanad curvas 1o Soxerancia o la icvulosa per Tne

gestic, “o 25-00 gr. Ge Lovvinsa se obscevd la vrosancia de levv-
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losa on orina,

También c omnrobaron la proesencia do gldcidos durante la
tarde, on individuos quo no los climinaban por la mafiana, Esto fué
atribufdo a que en condiciones de alimentacién normal, los m&ximos
de las curvas do tolerancia a la glucosa son mayores quce on ayunas
pudiendo llegar a sobropasar ¢l umbrar renal,

Observaron también que la clevaciédn de dichos m&ximos
era mayor como resultado de la ingeostidn de comidas muy ricas on
protofnas o grasas, quc en el caso de comidas muy ricas en hidra-
tos dc carbono, Todos estos ammentos de los m4ximos de las curvas
de tolerancia no ocurrfan en cl caso dc la levulosa,

De todos cstos fendmenos dedujeron que la levulosa tenfa
un rictabolismo propilo y difercento del dec la glucosa,

La levulosa se absorb(, como tal a través de la mucosa : .
testinal, a una veolocidad proporcional a su conccentracidn dentro
del intestino, (18). La absorcidn es menos répida que la de la glu
cosa, Asignando a ésta ltima una velocidad de absoreién de 1CO,
la velocidad quo le corresponderfa a la levulosa seffa de 67 on
el hombre se~dn Groen (19) y de 51 segin Cori y Cori (loc,.cit,).

Sachs (20) y Mann y Magath (21) afirmaron quo cl higado
ora cl dnico 4rganc cn el cual sc producfa la formacidn de glucé-
geno a partir dc levulosa, narc s. posterior utilizacidén como glu
cosa, Xn camkio, Rollman y dana (22) =oztuvicron que cn el intes-
tino tenicn so produeo vri. tr . sformacidn de levulosa on glucosa.
Epto o oyante a Jo usilizaci®n ¢ 1la lcvulosa modiante el mecanig
mo provio C¢e transformecidn =a glucosa, Pof su parte, Steinberg

(23), CGrieshach (24) ¥ lic ffafean (25, oLscrvaron que la levulosa



podia ser utilizada por otros tcjidos como por cjemplo el rcnal
y el myscular, sin transforiiacién previa en glucosa,

) Wicrzuchowskl (26) llegd a los mismos recsultados obtoni-
dos por Brezina y Durig (27) y Burger (28), con respecto a que la
levulosa posofa una aceildn dindmica ospeeffica superior a la de la
glucosa cuando lngresaba al organismo,

Con rcspocto a la disminucidn dc la reserva alcalina
comproba#a por Cathcarl y Markawitz (29), Johanson, Billstrom y
Eijl (30) y Deuel (31), que ocurre paralelaménte con un aumento
del cocientc rospiratorio y de la lactacidemia segin lo comproba-
Go por Steinitz (32) y Campbell y colaboradores (33, 34), ostos
Yltimos intcrpretaron todos ostos hechos, formulando la hipétesis
de quc dcbido al aumento do 4dcido l4ctico en la sangro, éstc ac-
tuaba sobre ol bicarbonato de sodio sangufneo, produclendoc una
cantidad equivalente de anhidrido carbénico, gque trafa como con-
sccuoncia el aumento del cociente respiratorio debido a una mayo:
climinacién de €02, con un consumo de oxigeno constante,

Segun Wierzuchovsky y Sokuracki (35) el hfgado transfor-
ma en dcido 1l4ctico aproximadamente la quinta partc de la levulo-
sa ingerida, pasando dicho 4cido l4ctico a la circulacién con el
consiguicnte aumento de la lactacidomia, el cual persiste hasta
dos o trcs horas después de ingerida la levulosa, Sterkin y Wen-
gerowa (C8) afirmaron que el dcido ldciico era climinado de la
sangre por oxidacidn o por formacidn de glucdgeno a partir del
nismo,

Scgin Steinitz (37), cuando la funcidn hopdtica sc en-

cucnira ~fecitada no se resionte la funcidn glucogendética respect~



de la levulosa sino cuando el nroceso so cncuentra muy avanzado;
cn cambio la capacidad de dosdoblar la lovulosa cn 4cido lictico
os la primera quec se ve afectada, ®n ol rcsultado dc quo el rosto
de la gquinta parte dc la levulosa ingerida, que no es transformada
on 4cildo 1éético, vasa a la sangre como tal aumcntando as{ la le-
vulosemia, Asimismo, como ol umbral rcenal para la levulosa es muy
bajo, toda vez gque so produce una hiperlovulosemia, ocurre la le-
vulosuria,

Blatherwick, Bradshaw, Ewin y Sawyer (38) opinaron en
1940 quec si blen era cierto que se habfan publicado hasta esa fe-
cha numcrosos trabajos y se habfan propuesto gran cantidad de teo-
rias sobre cl metabolismo de la glucosa y la levulosa no existia
todavia ninguna tcorfa completamente satisfactoria, Dichos autores
obscrvaron que en personas con lcvulosuria funcional no habfan en-
contrado aumento de dcido ldctico en sangre con respecto al que se
encucntra normalmente,

Sustentaron la hipdtcsis de quc ol higado onfermo seria
incapaz de efoctuar las etapas dol metabolismo de la levulosa como
podria hacerlo el hfgado normal, Por lo tanto atribuyeron esa fal-
ta de aumento dc la lactacldemia a esa incapacidad por parte del
higado enferro de efectuar ol metabo’ismo do la levulosa. Compro-
baron ademds que la administracidn dc levulosa por via enteral on
ratas normales tenfa el efecto de producir un aumento del deido
lactizc hendtieon y muscular 50% mayor que cl producido por la giu-
c¢esa, La niroduceciédn intermedia de 4cido ldctico en el metabolismn
de¢ la loevulosa justifica los cocicntes respiratorios mayores ohsar

vados iucgn ae la administracién de levulosa, respecto de los ob-
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sorvados lueg® de la ingestién de glucosa,

Por su parte Storkin y Vongerowa (39) comprobaron quo
on sujctos con afcccionos hepdticas provocadas mediante la admi-
nistracién dc agentes hepatotéxicos, sc observaba una disminuciédn
on la eliminacidén de la lecvulosa sangufnca, que permanecf{a sin mg
tabolizarse, con la consiguicnte merma en la hiperlactacidemia
que dcberia producirse normalmente,

Nutter y Murtin (40) oncontraron que cuando se introdu-
cia en ol ostémago de ratas fatigadas obligdndolas a nadar, solu-
ciones dc glucosa y levulosa, esta Wltima era absorbida mds len-
tamento., Comprobaron también que la glucosa ora superior a la le-
vulosa par: formar glucégeno hopdtico durante la primer hora de
recuperacidén, La levulosa sc aproximaba a la ofectividad de le
glucosa en la segunda hora y on la torcer hora se hacfa mds cfen-
tiva,

En ¢l misculo, durantc la primera y sogunda hora se ci--
servé una mayor cfectividad de la glgcosa para formar el glucégc-
no muscular, pero sin una gran diferoncia con respecto a la levu=-
losa.

Linncwek (4l1) afirmé en 1941, quc si bien cen gencral
sc daba, por aceptado el hecho de quc ol glucédgeno formado a par-
tir de glucosa, ora mds f4cilmente movilizable que ¢l formado a
partir de levulosa, ol fcnémeno cra discutible, También hizo no-
tar guc la causa de una levulosuria no podfa ser dobida solamente
a trustornos hepdticos, sino que probablemente so debfa a un de-
fceto de algin proceso enzimdtico,

Por su parte Sachs, Sternfel y Krauss (43) encontraro:n
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dos casos de levulosuria esencial con prucbas de funclonamiento
hepdtico y renal normales, Observaron poco aumento en la lactaci-
demia, lucgo dc la ingestidén dc lecvulosa.,

Suzuki (43) comprobd como Tashiro y Tietz (loc.cit,) la
aparicién de lcvulosa cn orina luego de las comidas y particular-
mcnte luego de la ccna. La inyeccidn de glucosa provocd un aumento
en la levulosa excrctada por orina tanto en el hombre como en el
conejo. Supuso quc la glucosa debfa sor parcialmentc transformada
¢n levulosa por el organismo,

Grabfield y Swanson (44) comprobaron, exporimentando so-
bre perros, que las inyeccioncs intravenosas de soluciones hipertd-
nicas de sacarosa, levulosa, glicerol y especialmente sorbitol, pro
ducfan diuvresis con eliminacién de 4ecido drico y alantofna, micn-
tras que la glucosa, xilosa, maltosa, galactosa y otras, no la pro-
ducian,

Por otra parte, la disfuncién hep4tica que trac como con-
secueneia una curva anormal de tolerancia a la levulosa podria te-
ncr origen, cntre otras causas on un disturbio adrenal., (45) Esta
hipétesis fud sugorida por Kohler debido a hadb er conseguida llevar
a la normalidad curvas patolégicas mediante el tratamiento con ace-
tato de desoxicorticosterona, eiiminando asf las dificultades que
parecerfa existir en ol necani:an i~ fosforilacién.

Sea¥n Deuel(loc.cit, ) Tud Strauss (46) cl primero en com-
probar el funcionamicn%o hepdtic» uediante curvas de levulosa en
orina por adninistracidn de 100 gramos de levulosa,

Habiéndoso dumgstrado mis tiardo que la cantidad de levu-

losa eliminada por orina no era ropresentativa de la variacidn de



la levulosa en la sangre, Mc Lean y Vieslow (47), trataron de me-
jorar los resultados efectuando determinaciones de la variacién

de los glucidos totales en la sangre, luego de la administracién
de levulosa, .

Por otra parte, Green, Snell y Walter (48) llegaron a
la conclusién de que esta forma de realizar la determinacién de
la curva de levulosa en sangre era defectuosa debido a que, cuando
a un organismo se le administra levulosa, por un mecanismo no de-
terminado con seguridad, se altera el metabolismo de la glucosa,
produciéndose on un »rineipio un awmento de la glucemia para luc=-
ge pasar a una hipoglucemia,

Steinltz (49) efectud pruebas sobre personas normales,
hepdticas y digbéticas, suministrando 60 gramos de levulosa di-
suelta en 250 ml. do té, Comsideré como curvas normales aquellas
en las cuales la levulosemla en ayunas era nula, alcanzaba a loc
30 a 60 minutos do la ingestidn de levulosa, un mdximo no supe-
rior a 12 mg, por clento y antes de las tres horas a partir de la
ingestién, la levulosemia era nuevamente igual a cero o bien no
llegaba a los 4 milfgramos por c¢iento, Por su parto la levulosu-
ria norrcl no era superior a 0,3 gramos por cilentc,
vulosonias ndriras alisas, 2epoclawicate en les afeceiones agudas
e Jcharncits sinnles, y leviuloeanias norsistentes esneclalmoente
en lag af2zciones erdédniecas.

Rivoir, Gayet, Berm-nd y Moreauw (5C) y Stewnrt; Scarbo--
rovgh v Davidson (£1) cofecectunron pruebas con téenicas similares

arrirando anroxinadamente a las mismas conclusioncs, Sin cmbavg~
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difieron en cuanto a la levulosemia midxima que puede considerarse
normal,

Para Steinitz la curva de toleranéia o8 patoldgica cuane
do el médximo es superior a 12 mg. por cientoj para Rivoir y sus
colaboradores cuando eos mayor de 15 mg, por ciento y para Stewart
y colabaradores cuando supera los 18 mg. por ciento,

Castellano y Grinstein (52), considerando la dificultad
de consoguir levulosa pura, basados en el hecho de que la sacaro=-
sa se hidroliza on el intestino y so comporta igual al azdcar pre-
viamente invertido con rcspeto a la curva de 4cido l4ctico en san-
gro que son capaces de producir (53) y toniendo en cuenta las ox-
periencias de Storkin y Wengcrowa (54) sobre porros normales y sus
conclusiones referentes a que la curva levulosémica obtenida me-
diante el suministro do levulosa es la misma que se obtiono sumi~
nistrando una cantidad equivalonte de amicar invertido, decidie-
ron realizar experiencias empleando sacarosa on lugar de levulosa
para doterminar las eurvas de esta Yltina en sangre de individuos
normales y hopdticos,

Procedioron medianto la administracién de 100 gramos dc
sacarosa disuclta en 250 ml, dc té aromatizado con limén y oxtra=-
yendo muostras de sangre, on ayunas y cada media hora luego deo la
ingostién de la sacarosa, hasta las :dos horas de efectuada la mig
ma, Extrcjcron también una muestra a las 3 horas, totalizando por
lo tanto sois extracciones, Emploaron para sus determinaciones el
método de Herbert por considerarle superior al de Roe,

Encontraron qie la lcvuloscmia mdxima alcanzada entre

los 37 7 120 minutos de la ingecstidén de sacarosa oscilaba ontra &
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y 9 mg. 2or clento, sicndo por lo general m4s ncrsistente que 1o
obserrade Hor los otros autorcs, A las tres horas oncontraron va-
lores ccmworendidos entre O y 6 mg. por ciento,

En los casos de insuficicnecia hepdtica, encontraron le~
vulosemias ndximas de hasta 28 ng. por ciento, siendo cn general
siempre supcriores a 9 mg., por ciento, También observaron que las
curvas obtcnidas por ingostidén dc 100 gramos do sacarosa tanfan
las mismas caracteristicas quc las quc resultaban de la ingestién
de 60 gramos de levulosa,

Constataron tawbién que la lovulosuria es un fndice dc
la capacicad funcional del higado mcnos sensible y especifico que
la lcvuloscmia,

Hornes (55) comprob$ que la prucba de tolerancia a 1la le-
vulosa fallaba al tratar de domostrar disminucidén hepdtica en ca-
sos dclindividuos con sindromcs do intolecrancia a la torapia anti-
sifilitica en base a arsénico y bismuto, adn cn casos de enfermos

con disfuncidn hepdtica clinicamente evidonte,
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In levulosa, llamada también fructosa o azicar de frutas
eo uwra caotohexosa lovégira que sc clasifica como 4 (~) fructosa
por sus relaciones con la d{v, gliccsa, Bs ol constituyente dnico
del polisacdarido dencmin:dce irulina y sc encuentra tambicn combi-
nada con la glucosa constitayendo ¢l azdecar do cafia o sacarosa,

Se¢ cencuontra al cstado librc acompafiando a la glucosa cn
la miel y otros productos naturales,

Con ¢l agua de cal recientcmonte preparada da un levulo-
seto dz caleio insoluble on 2gra que se utiliza para poder secparar-
la de la glucosa, crando sc obtieno por inversién de la sacarosa,

Dc nste Lerulosato »puede recuncrarsce la levulosa al es-
tado lihre zor nasajc de CU2 = travdés de una suspensién del mismo
en agua, o bicin tratando a »:%a dltima con 4cido oxd4lico,

Industrialmentc sc fab rica hidrolizando con &cidos ai-
lufdos la inulina, que sc cncuentra en los tubérculos de dalia,
achicoria y diversas alcachofas, la cual se¢ desdobla on d-lovulosa

Es difi{cil de cristalizar, sus cristales son rémbicos,
duras, anhidros, dc punto do fusién 956C y mds diffciles do disol-
ver cn agra que los de glucosa. %8 mAs dulece que ésta y quc la sa-
carosa, <signando a la glticosa un poder edulcorante igual a 100,
Ya sacaros. tiene o pcler cinlocraantce iguel a 60 y la levulosa
uno ..zuwal a 170,

r:sanie el fenduenc dc la mutarrotacién; cl valor firal
su podcy rotatovio especifice os Ge -9%,3%,

En soincién existe @n equilibric como alfa-d--fructopira-

rosa (ali:.;:-21¢), y beta=d--fivctopiranosa (alfap: - 133,5),



En combinacién formando polisacdridos como la inulina
y disacdridos ccme la sacarosa, so encucntra el ostado de fructo-.
furarosa, pcro al quedar en iibertad adopta la forma de fructo-pi-
r2n108a cuya estructura cs e ecstable,

Reduce ¢l licor de¢ Fowilng porque en presoncia de alca-
lis sc transforma por cnolizacidn cn glucosa y manosa,

Por roduccidén se tvransforma on manita y sorbita y por
oxidaeidn sc dograda en 4cidos glieédlico y tdrtrico, Es muy rosis-
tento a 1la oxidacién por el agua deo iodo o los hipoyoditos, Es sipn
tetizable or ¢l laboratorio obtoniéndoso bajo la forma de dl-lcvu-
losa o izcvulosa racémica quc rceibe ol nombre de metilenitan, for-
mosa o acrosa, Tambidn axisto uwna l-levulosa quc es muy parocida
a la l-lcvulosa comin pero que no es fermentesciblo por levadura,

Un método préectico para preparar lecvulosa cn el labora-
torio, sc cncucntra descrinto por Rojahn (1) v cs el siguiente:

100 gramos 4o miecl bicn cristalizada se tratan on un
nortero con 100 mililitros dc mctanol mezeclando bien ambas sustan-
cias. Sc continfa la cxtrac:icn durante tres horas, con agltacién
periddica, Se filtra por Buchner y sc lava con una poreién pequo-

fia 1o mehanol, Bl filtrado s¢ caiicuia suavomente cn una cédpsula

de porcolana tarad~, Unax ve. ov Lorady el wetancl, sc cnfrfa la
cdnsula cor hunle v 5. 2ilzaelye ol woeidind Lo diez veeces su peso
de agna. - vgha golueidén se agres. ridréxido de calecio reciente-

mentn rrorarado 2a cantidad tal 4uc sca un 7% cn peso del peso
¢¢ La eoluacién, Ta mezela ce enfria cor kielos con lo cual sc va

senarando noen a poco un nreeinitado eristalino do férmula

i

C£3i20¢ Un (0d)2, EL precipitado sc scpara por filtracidn, sc lu-
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va con agua, sc¢ filtra nucvamente y se suspende en 200 mililitros
de agua. A través de csta suspcnsién sc pasa CO2 y sc filtra el
precipiicio ¢e CO3 Ca que te forma, El filtrado se concentra has-—
to cbtener uns consistencia siruposa, Se ceba la solueidn siruposa
con alguncs cristales de lesvulosc nura y sc¢ deja cristalizar en un
desecador de vacf{o sobre 4cido sulfyrico. En caso de que la levu-
losa obtenida se encontrara ligeramente coloreada, pucde disolver-
se en 3-4 partes de alcohol absoluto hirviendo, tratar con carbén
activo, filtrar y recristalizar,

También niecde emplearsc ctanol de 502 cn vez de alcohol
absoluic v cecristalizer ila ewulosa de solucidn por el agregado

de algunos crisdcazies 22 leviioss pura.
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I ~ INVESTIGACION DE LRVULOSA EN SOLUCIONES PURAS

»n el tratado de Feigl (1) se encuentran detalladas va-
ries recccicnes pera determinacidén de azicares redauctores por me-
é¢to de roa.tivos tal:s como el clorhidrato de trifeniltetrazolium,
hipoiodito de maegnesio, solucidén alcalina de azul de metileno, so-
lucién alcalira de dinitroacetanilida, clorhidrato de m-fenilendia
mina, y reactivos como el de Nylander y el de Tollens, aplicables
a pequefias cantidades de azicar. Sin embargo ninguno de ellas &a
especifico de la levulosa.

Menclona, entre otros. dos métodos que pueden servir pa-
ra la identificeacidén de levuicsa ya que dan con la misma colora-
ciones ceracteristicuasr,

Dichos nmétnlos g2 Los que sc ~escriben a continuacién;

A) Recczion con el d~ido crcmotrépico {1-8-dihidroxinaftalen-3-6-

disulfdénico;

Si bien esta indicada principalmente para la investigacidén del
formaldehido, es aplicable al reconocimiento de levulosa. Cuando
el formaldehido se calienta con dcido cromotrépico en un medio sul
firico fuerte, se desarrolla un color violeta rosado. Se descono-
ce el mecanismo de la reaccién.

Reactivos: Acido cromotrdpico (s411do)

Acido 3ulfdriz-. oo 72% '2CH ml de agua mds 150 ml
do sOlH2 councuntiado),

.?énﬁliﬁ* L 2 ad. de 30LMT V2% 3e sgrega ura gota de la muestre

¥ ung Dequefia tantidad de Aniac cromotvdpico. Se coloca el tu:

bo durante A1 minutos en un bario de agua a 602C. Se dsja en

f:rlar y se obcerva.
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El elldehido glicérico, ia arabinosa, la levulosa, la sacarosa

Yy pequefie: cantidades de Tvrfural dan color amarillo. Los deriva-

dcs helogrnedos Co los aciles arométicos como el benzoico y el fe-

rilacétizo, Coxn colur rola vinmsc,

B) Reacclidn con el Acidr pivogalorcovbdnico

2]

Ei 421dc glioxelico y el mn9soxdlico producen un precipitado
azul. E1 formaldhido y la acrolefna dancolor enaranjado, la le-
vulasa da color verde 0liva.

Reactivos: Acido pirogalolcarbénico (12)

Acido sulfirico concentrado

o A una ~ota do e testra colocada en un microtubo se

3a le egr2ga Un o200 de f~140 pirogalolecarbdénico y 1 & 2 gotas
ae SOhHZ CONCELT " aG0. L. Yi-xale sa snfrie colocando el tubo

&N avtia. A contisuecidn o acwregan 0,2 2 0,7 ml de SOLH2 con-

centradc. Se c2loeca 31 tubhc srn ague a Locc duranie 30 ninutos

¥y se observa el color dssarrollado.

~
>

II - DRTERMIMACTON DE I.EVITLOSA EN SOLUCINYES PURAS

Giick (2) describe las s*guientes reacciones para la de-

terminacién de levulosa.

1) Reacclon con difendilamina

—— e ——

Este modificaciin o .« =30 2ifa originel con difenila-
mini “ue wrovileata por Rotnonfusser %) 91 1909, siendo mds tarde
me jorace o Diuzchs (L) en 1929 y 19%1 {5,.

A 1.5 mi de 1la 30i:2eidn Go cetohexosa conteniendo 10 =«
50 microgramos ¢. ia risma, so g2gregan 2 ml de un reactivo prepe-

rado vrezcliendd 1 miiilitro de ¢olucisn de difenilewina al 10% o1
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etanol (previamente recristalizada dos veces de etanol al 70%),

n
o
<D

con 9C myiii%roc: dcido acético glacial (p.a.) y 100 mililitros

Ae deido ~lorhicric

[

concer*tredce (p.a.). La solueidén se calienta
& 20Ce Aurente 10 minutns., 3~ dzyarrollia un color azul. Todas las
cettnexovsas producen ects 2oln, siendo la intensidad del mismo
20 & 60 Vecss Menor Lary 1an ~LavnEXOSes que para las cetohexosas.
Si el calentamiento se prolonga durante 60 minutos, el color des-
arrollado por las aldohexosas se aproxima el Jdesarrollado por las
cetohexosas. Lus cetopentosas, cetotriosas y cetotetrosas dan co-
lores amarillos y verdes que escasamente interfieren en la deter-
minacidén de las cetohexosas. Los dcidos hexurénicos y las heptulo
sas producen colcCres pardo rofizo y violeta, que pueden llegar =
interferir si estaa ¢ltimes 3« hLallan en cantidades considerables.
El coler 4de las cetohexosas tiene un espectro de absorcién carac-
terfstico alto, con ur maximo en 635 milimicrones y otro entre 520
Y 525 milirmiz>ones y con un mfnimo en 560 milimicrones. El color
pardo rojizo de los #cidos hexurénicos tiene un méximo en 520 mi-
limicrones y un segundo maximo en la zona azul del espectro, mien
tras que las heptulosas muestran un sélo méximo en 560 milimicro-
nes.

2) Reaccidu ¢cn rasowveing 7 ¢2ido zinrnidrico de acuerdo a la teé-

nica Js Poe (¢,

Weta Teesolor. aeniriete cdgfinariamente por Seliwanoff

(13) . fuv9 woclrleeds pov Aace & i!n de sumentar su especificidad ¥
sens:niiildeqd,

A un mililitro do s=luciéa contsuiendo 10 a 50 microgr::

mos do cetohexota, Se ngrogan 't ml. de un reesctivo prepsarado m:: -

- -~ -

claado 7 vurtez do 2LH al 3C% (5 volumenss de ClH conc. ¥ 1 vilu
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men de agua), eon 1l parte de un reactive preparado disolviende
0.1 gramos de vesoraina y 0,25 gramos de tiougea en 100 m) d¢
écido acético glacial. La solucién se caliemta durante 10 minu-
tog en un bafio de agua a 802C, agitando frecuentemente, Se enfria
luego con ggua corriente. Se desarrolla un color purpura.

El color pirpura es de especificidad relativa. El eldehi
do glicélico, el mdenosin 5-fosfato y las heptulosas tambidn lo
producen. Por su parte, las cetopentosas producen colores gque van
descde el amarillo al verde y que pueden ser de considerable inten
sidad. Las aldohexosas reaccionan en igual forma pero con mucha
meror intensidad: la relscidn entre los coeficientes de extincidn
de la levulcsa v la glucces es de 70, aproximadaments.

Las cetohexcsas muestran un méximo de absorcién en los
515 milimicrones.

Frziste una céiferencla significativa en las formas de
las curvas de absorcidn de le fructosa, sorbosa y tagatosa, so-
bre todo en la parte azul Gel sspectrc, La intensidad es mucho ma
yor para la tagatosa que pare 1g levulosa y mayor para esta que
para la sorbosa, mientras que ios cosficientes de extinoidn en
515 milimicrones no difieren entre sf mds de un dlez por c¢iento.

3) Reaccidn con cistefna, cerbazol ¥ dcldo sulfdrico. (8)

A 1 ml. d3 solucidén contenierdo 1 a 10 microgramos de
cetohexosar, se sgrofun 3.2 mi de zl.rhidrato de cistefna al
1.2%.5 ml Qa 30:T2 al 754 en volumen v 0.2 ml de carbazol al 0.1%
en e%arvl. '®l caroazol debe hater sido rucristalizado dos vece:
de henceno}):. Daspuds <3 agitsar 2a mezcla, se daja ester a tempe-

retura ambiente. 86 Adesarwills um color violeta que alcanZa su

méxima Lrtecs: 2.4 mern Tax ceisheXxosas, luers de 16 horas.,
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Esta reaccién debe considergrse como general de 10s ce-
toazdcares, pues tanto las cetohexasas como laa cetepentosas reac-
cionan ccn la misma intensidad. Xl desarrollo del color eg muy dis
tinto en el caso de la ribuizan que el dado por las cetohexosas,
dado que el maximo de intensid~d se obtiene a los 15 minutos, per-
manece constanmte durante algunas horas y luego decrece. La sorbosa
¥ la tagatosa reaccionan como la levulosa. Las aldohexosas produ-
cen el mismo cromégeno. El coeficiente de extincidén de la glucosa
luego de 1 hora es 1/400 del de la levulosa y luego de 18 horas
de sdélo 1£100.

Las cetolexocss mestran un sélo maximo de absorcidn en
560 milimic».res. Tas cetopentosas muestran un color més rojizo
con un méximo de sbsercidn er 540 milimicrones y un coeficiente
de extincidén, a las 18 horas, menor que la mitad del de la levulo
sa. Las ald>pentosas reaccionan como las cetopentosas pero mas
débilmente. E1 miximo de sbsorcidn para las heptulosas varfa para
cada una desde 565 a 580 milimicrones y cada miembro difiere con-
siderablemente de 10s otros <n sus coeficientes de extincidn y de

méxima absorcién. (9)

ITI - DETERMINACION CTANTITATIVA DE CETOHEXOSAS EN
POLISACARIDCS

La inuline y 10s lezwulosencs son los dnicos polisacéri-
do# contenisndc cetihexosas, jue hun sido determinados. (10).

U0 08 necesarilo eractuar una hidrélisis previa para de-
termina»ios por cualquiera do les tres reeccicnes descriptas an-
teriormaonte.

Comzaracidn de lus reacciones cdoscriptas en II
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En cualquiera de las tres reacciones deseriptag la den—
sidad déptica de la soluciédn y el méximo de absorcidn son propor-
clonales a la concentracién del hidrato de carbono. En el casgo de
la resccidn de la difenilamine, ésta se aplica tanto al mdximo de
635 milimicrones como al de 520 milimicrones.

La reaccién con2istefna y carbazol es la més sensible
de las tres y la de Roe la menos sensible (ll). La relacidén de los
coeficientes de extincidn de las ceto y aldohexosas es tambidry més
favorgble en el caso de la primera. Esta reaccidédn parece también
ser menos infiuenciacda por leg presencla de protefinas que las otras
dos. En cemoio la reacaidn con cistefna y carbazol tiene como in-
terferentes i10oc hidratos das «-rbon.. de cadena corta, y algunos
cotoazdcores v cetnnldehides v~ ocurrlsndo los mismo con la reac-
cidn de ia difenilamina. En ~%i caso de polisacdridos, esta dife-
rencia ¢s inszignificante.

Ei Jcido hexurénico interfiere en la reaccién de la di-
fenilaminga macho mis que con 1Las ostras dos reacciones y puede lle-

gar a hacer dudosa la aplicacién de la primera.
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METODOS EMPLEADOS POR 108 DISTIYTOS AYTORES MENCIOWADOS

EN EI. PRESENTE TRABA.TO

Seliwannof
Tolin y Berglund

Reacclones con resorcina J Kronenberg y Radt

Roe
-
L Steinitz
[ Romjin
Reacsicnes con iodo en ( Cajari

meqaio elzaiiro

L Alles y Winegarden

castellani y Taylor

Reacnicnes con enzimaus Herding, Nicholson y Armstron:
o lzvadrras

Campbell y Hanna
\ Raymond y Blanco

,

Tashiro y Tietz
! Scott

Jordan y Pryéde
k Relnecke

( In y Pechmann
ran Creveld
iradt

coriey

Roeecciones con sales
viliares

o

Reacclones con
difenilamina

Steiritz y von Rlesen

Pottzrson
Uerbert
Alving, Rubin y F1llar

LHarrison
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El primero en encarer en forma efective el problema de
la investipgacidén de levulosa fué Seliwanoff, (1) quien en el afio
1887 propuso la reaccidén qu: 'lava su nombre.

Esta reaccidn cons!ste en tratar la levulosa en solucién
acuosa, con dcido clorhfidrico 12 por ciento y resorcina. Efectuan-
do un breve calentamiento por un espaclo 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 reaceidn.

La glucosa también es capaz de producir esta ooloracidn,
pero és necesarlo calentar durante un tiempo meyor.

T.a regorcive rucde ser reemplazada por otras sustencilas
tales conic ¢t elrfa-raitol, la fioroglucina, la vainillina y la naf-
to-resorcina, siempre que se “rabaje an medic clorhfdrice. Son fac
tores impormaites la soicencracién del dcido olorhidrico y el tiem
po de caleatuymlento,

En el afio 1922, Folin y Berglund (2) adaptaron a la de-
terminacidn de hidratos de carbono en orina, el método de Folin ¥y
Wu para glicicos en sangre. Eliminaron los cuerpos reductores y
sustancias coloreadas de la orina por medio del reactive de Lloyd,
baeado en una tlerra de Fuller concentrada. Pera 61 reconocimienta
de la levulosa utilizaron la reaccién is Seiiwanoff.

En el afio 1927, Kronerberg v hudt (3) emplearon la reac-
ciédn de c¢eliwaroif fara Cetearminar levulosa en filltredos de sangre
desproteinizada zon dcido tricloroacétivo. Comprobaron que las se:
gres normales daeban color pardo con este método, por 10 cual cua™-
do trataban de dosar b vulosa, tenfan dificultades para igualar «

tinte del desconocido con el del testigo.
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Mayoras difiocultades tuvieron cuando trataron de deter~-
minar levulosa en orina debido a la gran cantidad de sustancias
interfersntes presentes en la itlsma. Posteriormente abandonaron
este método para adoptar 1a ticnica de van Crevel (L) publicada
ese mismo afio,

Roe (5) comprobd en 1934 que la sensibilidad de la reac~-
cidn de Seliwnnoff se hace 13 veces mayor si se emplea Acido c¢lorh!
drico 18 por ciento en lugar del de 12 por cilento empleado por Se-
liwanoff en su reaccién. Observdé ademds que no era conveniente
usar un “¢ido clorhfidrico mas concentrado que el arriba memciona-
do,

Gomprobd Lambisn quo podfan avmentarse las condiciones
deshidratantes del medio por ugregudo de etanol de 95©, pues se-
gin 81, la reaccibn se debe a una deshldratacidén de la levulosa
por perte del gcldo clorhidrice, en presencia de resorcina, Tam-

bién comprood que el alcohol etflico aciiva como disolvente del

producto coloreado produciéndose un color mds estable que el ob-
tenido ern msdio acuoso,

Habiendo observado que en estas condiciones tembién se
producf{a una pequefia coloracidén con soluciones de glucosa, cuan-

do trebajaba a 1C0%C, suprimlé sste inconvenients efectuando el

calentamiento a 8063C. Jogda Ros: vrsiajolco a esta temperatura la

glucesa nc luterflers, sicupre que se encuentre en una concentra-

cidén infericy a los 3 gramos pcr litro, pudiéndose determinar por

lo tanto levulesa en presencia de glucosa en gangres y orinas nor
males.,
Cuanco aplicd su método a filtrados obtenidos con dci-

do tingstico obgervé que se obtenfa un color pardo gue atriduyd
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a una sobredesidratacidn de la levulosa. Por ello adoptéd el méto-
do de desproteinizacidén de Somogyi.

In cuanto & su aplicncidn a la orina, se presentaban
grandes dificultades cdebl?” « o presencia de pigmentos y elemen-
tos celulares. Probd sin mayor éxito agentes clarificantes tales
como las seles de plomo, mercurio, plata y uranio y agentes ebsor
bentes como aigunos silicatos. Bsta dificultad se salvé finalmen-
te mediante el empleo de carbdr activo lavado con dcido acético
para eliminar los conastituventes bdsicos del mismo y reactivado
medlante cclientamiento hasta la proximidad del rojo., Para poder
obtener en su mezcla con 1la orina un pH de 3.1 a fin de evitar 1la
adsorcién ae levulosa gue g¢ produciria a un pH mayor, agregd écl
do acétiec en lp proporcién quo se Indica mis adelante.,

L0x recctivos empleados por Roo son lcs siguientes:

goluziéu de resorcina al 0.1% en etanol; Se prepara disolvien-

do 0.5 gramos de resorcina en 500 ml de etanol de 95¢.
Debe rerovarse cada dos meses.

Acido glorhidrico al 30%: Se obtiene agregando 5 partes de ClH

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

Solucidn madre de levulosa: Se prepara disolviendo 1 gramo de

levulosa en 100 ml de s0lucifiv. eatvradan de écido benzoico en
agua destilad:,

Sclucicass vestigo 23 levulosa: v 2Ltlienen diluyendo conve-

nientomento la zolucidn madrs de foria tai de obtener solucio-
nes con conecentraciones éo .zvaloecs 0.1, C.05 y 0.025 mg por
ml, La solucidn madre dcve dilufrse con agua destilada satura-

da de fcido benzolco.
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Reactivos de desproteinizacidén de gomogyi:

Solucidén T: SolZn. TH20 al 10% en sgua destilada.

Solucién TI: NaCH 0.5 N.

Ambas solucionos deben s=i* heches de forma que 10 ml de la so-
lucidn I, dilufda 2 5C¢-75 rd con agua destilada requieran el
agregado de 10,€ a 11,2 ml ¢ la solucidn II para obtener un

color roscdo permansnta eodOn fenolftaleina.

carbén ectivade luivido con d4cido: Se colocan 100 gramos

de carbdén activado en un emtudc provisto de papel de'filtro y se
cubren con 500 ml de dcido écético al 104. Se deja filtrar y se
lavan con 1000 ml de ague cCostilada. Se transfiere el carbdn a
una capsula ds porcslana ¥ se zalienta progresivamente hasta que
el agua ge nhaya evancrgdo, lusco de 10 cual se aumenta la tempe-
ratura hasta llevar el carbén al rojo incipiente manteniéndolo

as! durante 15 minutos.

liét>do para sangre:

A 1 ml de sangre se agregan 7 ml de agua destilada, es-
perando algunos minutos hasta que se produzca la hemdélisis. Se
agregan entoncas 1 ml. de solucién I y 1 ml de solucién IT. Se
agita vigorocamente y se filtra. Se coloca en tubos de ensayo 2
ml del filtrado y 2ml. de las soluclones testigo respectivamente.

A cada uro de los tubes so = asan 2 m' de la solucidn alcohdbdlica

de resorcina y 4 ml de Lo s ol dn e dcido clorhfdrico. Se mez-
cla el comuenide aa calda .t 7 ¢ ¢Clocan los mismos en un bafio
de agua & 804C durants 8 miri.cs, transcurridos los cuales se er-

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

colorimetro con el testige cuvo cclor sea mias parecido.
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Los testigos permiten determinar con exactitud la canti-
dad de levulosa presente slempre que se encuentre en una concen-
tracién ccmprendida entrs 25 a 100 mg pa 100 ml de sangre. Tam-
bién permiten 1n determine<idén de cantidades de le vulosa compren-
didas entre 10 a 25 ¥y 120 a 200 mg por 100 ml de sangre, pero con
los pequefios errores inherentes a la ley de Beer.

Para cantidades de levulosa préximas a 10 mg por cien ml
do sangre resulta conveniente afectuar la desproteinizacién en
une dilucién ds 1:% en lugsr do la dilucidn 1:10 efectuada. Si la
sangre contlene mds de 270 mg dGe lavulosa pa cada 100 ml de la
misma, os covwveniente Jdllulr 2n forma apropiade el filtrado efec-
tuado en s vrova2idn L1l

Cilzalos: ™ o 5 X i%u- x3 de levuloga por 100 ml de sangro
o Ul

cr

T:. lecture on el testigo
D: lectura en la incégnita
C: concentrecidén del testigo utilizado

Método pera orina:

Se colocan 2 ml cde vrina en un erlenmeyer pequefio y se
agrogen 18 mi do 4dcicdo acético al 1 por ciento y 0.2 gr de carbén
lavado cor f2ido y reactivedo, Se agita vigorosamente y se deja la
mezcle duronte cinco minutos, ngltandc ds taato en tento. Se fil-
tra por papel flitro de pores lJinosg., S99 .0locan 2 ml del filtrado
en un tubo de fusav0 y en o0y vaincoyg tubos, Jgual volumen de lax
solucionny togtligos de las alamas couceatraclones que para sangre
pero obtonidas en esta ovcteuninad por diiucién de la solucidn m: -
dre con lcs courrespondisntes vilumenes de &acido acético al 1 por
clento en lugar de utilizor paira elio la solucidén saturada de dci-

do benzolco, a fin de poder tener la misma concentracién de acidc
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acético tanto en los testigos como en la incégnita. También pueden
utilizarse para este fin los testigos empleados para la determina-
cidn en s2ngre, pero en este caso se comete, segin el autor, un
errcor de ulrzdeder del 3%,

%9 arragen o onds tul.e 2 ml de la solucidn aleohdlica
de resorcina y 6 ml de ia solicidn dae s:1do clorhfdrico. Se co-
locan 1vs tubos en-un bafic de nagua a 802C. durante 8 minutos. Se
continda igual que psra sangrz. Si la orina contiene protefnas,
debe desproteinizarse igual guic lo sangre. 4 12 ml del filtrado
desproteinizad” s9 ogreg.i V.1 wl de Aclido acético glacial y 0.1
gremos de carh<n, viccedierido luego como cor la orins normal.

Segin Roe. es import.nte medir exactamente los cantida-
des de los reactivos y la intensidad del color devende de las con-
centraciones de etanol y (1M presentes. Bg muy importanto que las
mismas ceantidades de ambas sustancias sean agregadns tanto al des-
conocido como a los testigos. En canblo observa que un exceso de
resorcina por encima de la cantidad dada en su método no tiene ms-
yor importancia. L.as condicliones de calentamienta y enfriamiento
deben ser idénticas vara todos los tubos.

El color cereza obtenido r=:sponde a la ley de Beer y es
proporcionel a la cantidad de levulossa presente.

El Acido acéticc fue zrmplecd> por Roe para poder obtener
un pH de alrededor de 2.9, = ' svitar la posible adsorciédn de
levulosa por parte del cerbuen aocvive 3! se trabajia e pH. 3.1,

En la aplicacidn de su método a la orina de personas no:
males encontrd que 81 estas se encontraban en ayunas el ensayo er:
negativo, pero que era posible encontrar y dosar levulosa en la

orina de personas normalea recogida posteriormente a la ingestiér



- 38 -
de comidas ricas en dicho hidrato de carbono.

También observdé que su método pueds ser interferido por
cantidades de glucosa, galactosa y xilosa superiores a 3,5 y 10
gravas nor litro reepectivamente, y por el furfural.

En )38, Stelrii: (4, aplicd 21 método de Roe a la deter-
miriacidén de inulina en plesma v orina. Cornstatd la exactitud del
método de Roe, siempre que se trabaje dentro 2e limites precisos
de tiempo, c nncentracisn de JLH, etanol, azdcar y temperatura.

Comprobd que =3 imposible la determinacidén exacta de
inulina por loy métodos uc radwecidn, También observd que la san-
gro de 1:dividuos on oyvumns, &v carez de desarrollcor un color co-
rrespondients ¢ 1 £ 2 mg as isvulsea por clenvo, Observéd que el
método utilizado ern capaz 3e »rreclar bajas concontracioncs
de inulina en orina y que pcr 0 tanteo, para la determinacidn de
la filtrecidn glomerular era suficlente dar solamente 19 gramos
de inulina a un individuo de 70 kg de peso, con 10 cual se obte-
nfan valores de 20 a 4O mg de inulina por ciento en plasma, can-
tidad suficiente como para obtener reaccidén positiva en la orina.

Romjin (7), en el afio 1897, 1ded un método de reconoci

mienta de cetohexosas en presencia de aldohexosas, por deetruc-

cién de estas Yltimas mediante una oxidacidn con 1io0do en medio

cidn y podfan reccnoceve: por . vniar ceduchor.

En o1 afio 1922, oojii (8) modificsd la reaccidn de
Romjin utilizando un msdlo glnalino doado pcr carbonato de sodio
en lugar de hidrdxido de sodic y la splicd a la diferenciacidn
de aldo ¥y ceto hexosas en plasme. Trabajdé sobre 10 ml de plasma

conteniendc diversos glucidoa qgregando 2 mi de soluciédn de car-
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bonato da sodio al 15 por cilento y 15 ml de solucidn 0.1 N de iodo,

Eﬁ el afio 1923, Alles y Winegarden (9) emplsaron un mé-
todo besado an el de Cajari 7 observaron que en el término de 160
minutos 1a glucoss era oxldeda totelmente, mientras que en el mis-
mo intervealo de tiempo sclumerie resultaba oxidedo un seis por
ciento de la levulosa origil:ariamente presente. El reactivo em-
pleado por ostos autores consiste en una solucidén de iodo 0.025
molal en 0.06 molal de ioduro de potasio.

» 10 ml de esta solucibén agregaban 15 ml de solucidn de
CO3HNa 1 molal, ¢ bler en reemplazo de esta Yltima una soluecién
0.5 molal de FOjHNa2 y agv=gado todo esto de 15 ml de agua § 10
ml de una solucilédn del gli-=idc al 1 por mil,

De jaban estar a temperatura ambiente (22-23%2C) con 1o
cual iba desarrolldndose la reaccidén. Cuando deseaban detemnerla
agregaban 5 ml de 4cido sulfurico,

Para poder dosar la levulosa efectuaban la determinacién
de lo0s az\cares reductores antes y despuds de la oxidacién con
1odo. El método resulté poco sensible,

Castellani y Taylor (10} emplearon en el afio 1922 una
fermentacidén diferencial mediante el empleo de levaduras y Harding
Ficholson y armstrong en 1933 (1ll) emplearon suspensiones de Pro-
teus vulgaris para fermentar selectivemente la glucosas.

En el afio 1930, Teshi:: = Metz (12) propusieron una

reaccidén basada en el emv.isc ds “Ls 3adles de los Acidos biliares

contenidas en la bilis dz buey. disueltas en etanol para poder
conservarlas.
Para efectuar la rz:accidn, evaporaban un volumen apropi:

do de la solucién alcohélica a fin de tener una determinada canti
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dad de sales billares, que era disuelta en agua para su apliéacién
como reactivo. Mezclaban partes iguales de la solucién acuosa de
sales blliares y de dcido sulfirico coamentrado, con lo cual se ele
vabta la temperatura. Al agregar una gota de la muestra, la tempe-
ratura descendfa hasta alredecor de 85eC; dicha temperatura era
considerada como Sptima por los autores. Consegufan desarrollar
en estez forma una coloracidn violdcea, que comparaban colorimétri
camente con la produclda por los testigos, preparados simulténeg
mente.

Scgin los autores el método resultdé bueno para determi-
ne» lzvulcsa en plasma, I2ro en su aplicacidn a la orina fallé de-
bido a que siempre se obiten{s una resccibénpositiva debida a alguna
sustancia interferente preserts en 21la y que aparentemente no se
encuentra presente en el plosma. COmproberon que la glucosa tambié:
daba esta reaccidén cuando se encontraba presente en concentracio-
nes super}ores al 10 por clento.

En 1926, Campbell y Hanna (13) adaptaron una téenica pro
via que habfan empleado para la determinacidén de dihidroxiacetona.
Dicho mitodo se basa en la reduccidén en caliente del dcido fosfo-
molibdico y posterior titulscidn de molibdeno reducido, por per-
manganimetrfa. Estos autores afirmaron poder diferenciar la le vu-
losa de la glucosa, pero el méiodd no tuvo éxitc por no ser espe-
cifico de 1a levulose.

Pavmond y Birecnes (! =a L5286 4Lomeron en cventa las ob-
servaciones do gomogyi sobre lu sdsorcidn de la glucosa por parte
de la levadura de panaderia y iz no adsorcién de la levulosa y
otros azucares por parte do ls misma. Trabajaron sobre 0.3 ml de

sangre, de 10s cuales emplearon 0.2 para la adsorcié: y 0.1 para
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la determinacién de azdcares toteles por el método de Hegedorn y
Jensen. Mediante este método se recuperaron cuantitativamente de
su solucién, sustancias tales como la dihidroxiacetona, xilosa,
ribose, navabinoss, lactosa, 2alactosa y maltosa, que pasaron al
filtrado sin ser retenidas por la levadura de penaderfa.

En cambio la levulosu, manosa y sacarosa se absorbfan
parcialmente, sumentando dicha adsorcién con el tiempo que se de
jaba estar en contacto la solucidn con la levadura. Debido a ello
empleeron un tiempo de 2 minutcs, considerado como Sptimo por los
autores.

Br. el casc 7o 1e levulosa, la adsorcidn variasba también
con la concentracidn de dicho azdcar y 8l estado de la levadura.
Por su parte, la glucosa se udsorbfa cuantitativamente, hasta en
concentraciones de 500 mg de glucoaa por clien mililitros de san-
gre.

La misma adsorcidén parcial para los otros azicares se
cumpﬁﬁ en la sangre, salvo en el caso de la raltosa que cuenda se
encuentra disuelta en 4sta, resultaba mas adsorbida.

Scott (15), en el afio 193L, efectuéd una reaccidn en pre-
sencia de levulosa que luego aplicéd en 1935 (16-17) a la determi-
nacién de ésta. Empled el ﬁétodc de gomomyl para desproteinizar y
concentré el filtrado obitenidu en presencle de una pequefia canti-
daé de dcido acético llovandu 0 2 éde (iltirade hasta un volumen
de 1.5 ml. Bl filtrade 1o ohizal: angleendo 5 ml de sangre y tra-
bajando con los reactivcs de somogyl en le mi;ma proporcidén pero
quintuplicendo el volumen de crda uno de lca mismos, Utilizdé un
testigo de levulosa al 0.0l por ciento en soluciédn saturada deo éaL

do benzolco, tratado en forma idéntlca que las sangres ¥ llevada
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a cabo simultafieamente.

A 1.5 ml de concentrado, agregd 3 ml del reactivo cons-
titufdo por una solucién de tauroglicocolato de sodio al 2,25 por
clento e etanol, y evapord n sequeded. luego agregd 10 ml de ClH
concentradc v calenté a liC4C durante 32 minutos, obteniendo una
coloracidén r~o0jo pirpura. Un~ vez enfriados los tubos efectud la
comperacidn colorimétrica.

Describié también nna técnica aplicable a pequefias can-
tidad=2s de sangre obtenibles por puncién del pulpejo del dedo.

La aproximacién de este método, segin el autor, es de
mas o renos 1 mg parse 5 o 20 re ds levulosa presente. Sin embargo
el métodu no da resultadns corctantes,

En el afio 1933, Jozaun y Pryvdo (13) ensayaron varios
compuestos de micleo indélico v alyros aminodAcidos como reacti-
vos para determinar levulosa. De todos ellos el que did mejor re-
sultado fué el escatol pues desarrolld un color rojo pirpura seme-
jante al del permanganato de potasio. Comproberon que tamblén reac
cioneban el dcido glioxflico dando color azulado y las pentosas
color marrén anaranjado. Emplesron este método para hidratos de
carbono puros en estado sélido y anticiparon la posibls aplicaciér
de su método a la determinacidén de levuloca en lfquidos bioldgi-
cos. La nica experiencia quz ~fertuaron al resprecto fué la deter-
minacién de hasta L0 mg d¢ iervlosa aersgeds o plasma, en presen-
de 120 mg de glucosa.

Tretajaron scbre 5 2 10 mg do rustancla, a los que agre
garon 10 mg dc escatol recristriizado y 210 ml de Acido clorhidri-
co concentrado. Calentaron durante 30 minutos & una temperatura

de 38-)108C. La levulosa. durairce ese tlempo ¥y & esa temveratura
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desarrollaba color violeta, no ocurriendo lo mismo con la glucosa.
Para comprobar si era esta Yltima, colocaban el tubo en un bafio
de agua a 802¢C durante 15 minutos, en cuyo caso se desarrollaba
la colorecién.

Calentaban primsro ¢ la tenperstura nenor, porque sola-
mente la levulosa desarrolinbe: ¢l color a esa temperatura, mien-
tras que la glucose sélo 1o hacfa a 809C. Como ambos glicidos da-
ban coloracién a 1os 30°C no sra posible discriminarlos si se ca-
lentaba directamecnte a dicin tesirperatura.

Luogo del calentanicnto cgregaban alcohol etflico para
intensificar la coloracida, yu que este disolvia el exceso de es-
catol, que absorvis parte del producto coloreado cuando se encon-
traba en soluclédn gcuosa Acide.

Relnecke (19) en 1642 aplicd la reaccidén de Jordan y
Pryde a 1lfquidos biolégicos. Comprobd que la gran sensibilidad
de la misma se ve muy disminufda cuando se aplica a los medios
acuosos resultantes de la desproteinizaciédn., Bs por eso que este
autor recomienda cambiar el acido clorhidrico empleado por Jordan
¥y Pryde en la reaccién originai, por etanol saturado de ClH gaseo
s0, con 1o cual la reaccién recobra su gran sensibilidnd, pero
con el inconveniente de desarrollar un color interferente cuando
se calienta en presencia del rzactivo de eseatol. Reinecke obvié
esta dificultad, agregendo ¢. ci~uicl s6lo dospuds de haber efec-
tuado el calentamiento con .' ¢vancl-CiE y enfriado, con lo cual
los productos de descomposiciin dao la levuiosga reacclonsban rdpi-
damente con el escatol y la rerzciédn interrsrente se hacia muy
débil. El inconseniento ds cesta rceccién es que i glucosa inter-

fiere rucho.:
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Efectud la desproteinizacién de 0,1 ml de sangre por
medio del 4cido tungstico dilufdo, (También propuso una microtéc-
nica para 0.05 ml de sangre, Calentd el filtrado con una solucién
de Cil en etanoli de una normalidad de 10-10.1 N, El calentamiento
lo cfcetud a una temperatura de 602 durante 30 minutos, Enfrié y
traté durante 5 minutos corn el reactivo de escatol en etanol y 4dci
do clorhidrico, Diluyé lucgo cor alcohol, dejando estar 10 a 15 mi-
nutos antes de comparar al fctocoloffmetro, equipado con un filtro
de trasmicién médxima en 52C milimicrones, efectuando simultédnea-
mentc la comparacidn con uwm <nsayn or blanco. También puede efec-
tuarse la determiracidén con un c¢olorimetio cumnieando testigos.

Habiendoc efcctuade diversas expveriencias a fin de deter-
minar las ccndicioncs 4pbinas para su rcaccidén comprobd que éstas
ocurrfan cuando calentaba a 60°C durante 30 minutos 1 parte del
filtrado libre aec protefnas, adicionado de 2 partes de la solu-
c¢ién de ClH gaseoso en etanol,

En 1955, Karvonen y Malm (31) describieron un método ba--
sado en el cmpleo de indoi para dosaje de levulosa en sangre, gu-
scg'in los autores es 200 veces mds sensible para la levulosa que
para la glucosa, Se reguiercn filtrados de mucstras libres de pr::

teinas con, por lo mencs 0,5 &7 % de lovailosa,

Para desprotoinize, : ahilize la téenica de Somogyi,
Procediilonts: Lo e o casaye colocar 0.5 ml de o
muestra y 0,5 ml del reactivo i inlel (25 mg de indol disueltos

en 100 ml de solucidn acunsa 2 dcido benzoico al 0.2 4 ;3 filtra:
antes do usarlo), Agregar 5 wi dac ECl concentrado inmediatamente.
colocar el tubo en un bafio dc agua a 502C durante 2C minutos. En-

friar ¢l o1ho en agua corriente y leer el coleor a 470 milimicro-
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nes, usando cubetas de 10 mm con el fotémetro de Coleman. Si la
concentracién de levulosa es menor de 0,5 mg % usar volumenes &
veces mayorcs y una cubota con un camino 4ptico de 50 mm, Ademés
como ol tiempo de calentamionto varfa con los voldmenes y el tipo
do mataorial de vidrio usado (20 min, resultan prdcticos para 6 ml
en un tubo do ensayo comin), con un volumen total de 30 c.c. en un
tubo correspondientemente mds grande, el tiempo de calentamiento
en la otapa (2) debe sor 3C minutos, Calcular los resultados por
comparacidén con tostigos preparados simultédnoamente,

Separadamente, detcerminar la ccncentracién de la glucosa
u otras aldohexosus presentose (importante solamente cuando la con
centracidn de la glucosa ss suporior a 100 veces 1la concontracidn

de la levulosa), Solamente las cetohexosas, talos como la sorbosa.

dan reaccionecs dec coloracidn con ¢l indol, Para comprobar su con-

tribucidn a la lecctura de la extinciédn total, eliminar primoro la

glucosa y la levulosa por incubtaclién de la muestra con levadura d.
cerveza lavada, durante 4 horas a la temperatura ambicnte y luego

efoctuar el método del indol indicado arriba,

Adom4s do las determinaciones de lovulosa, estc método
del indol puode tambidn sor usado para determinar glucosa por ca-
lontamionto en la otapa (2) a mayor tempcratura y hasta que el
desarrollo dcl color s=2a compluin,

Exn ol ailo 1835, il v Pechrana (20) idcarcn un método
de dosificacidén dec levulosa bzcads en ol cclor azul que dosarro-
lian las solucioncs de¢ la misma con 4eide clorhidrico y difeniia-
mina. Esta rocaceidn c¢s casi especifica 2e¢ la lcvulosa pero tambic.:

la dan la inuiira, los lcvnloscznos y la glucosa, este dltima més
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lentamento,

Esta rcaccidn fué aplicada a la doterminacién de levulo-
sa on sangre por van Creveld (21) en cl afio 1928, Estc autor efec-
tudé 1a desproteinizacidén de la sangre por cl método de Schenk con
bicloruro de¢ mercurio on mndio clorhidrico, calentando luego cl
filtrado durante 15 minutos con 4cido clorhidrico al 25 por cien-
to ¥ unx solucidén alcohblica de difenilamina, Lucgo de enfriar,
cxtirajo cl producte coicrcade con alcohol amilico, ya que dicho
nrecédustio cs peeo soluple ca agua. y cfcctud la comparacidén colo-
riratrica de la solucidn ovterida con testigos proparados disol-
viendo levulesa on “lleradov ae biclorure de mercurio y deido clo-
rhidrico, &: 1923, Rad* {(22) invrcdujo leves modificaciones al né-
todo dc van Creovela,

AR

Corley (23) wodificd 2a ¢i afio 1229 la tdenica seguida

b
.

iltracdo obtenido segun cl mdétodo

(A1)

por csios auteres, cmplcaido uvn
de Folin y Wu,A 1 volunmen do dicho filtrado agregé 0.5 volunmencs
dec dcido clorhidrico concentrado y 0,1 voldmenes de solucidn al
20 por cicnto de difcnilamina ca ctanol, Calenté los tubos corres-
pondientes al desconocido y a los testigos (proparados cn forma si
milar al desconocido), on un bafio de agua nirvicnte durante 15 mi-
nutos, cnfriando lucgo. Sogiin Corley cs conveniente tapar ol oxtre.
mo dc los tubos con lana de vidrio 2 fir éo disminuir la cvapora-
cidn dc los rcactivos durance ¢l calentamiento,

E1l producto colorcado lo extrajo agitando con un torcio
del volumen {decl 1lfguido prascnte cn los tubos) de fenol fundido,
agrcgando lucgo 0,5 volvnmenes Co ctanol de 232, Irectud lucgo la

comparacién al colorinciro.
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Corley observd que ol color se hace mds intenso a medida
que transcurre ol tiompo, El método rosulté satisfactorio para rc-
cuperar levulosa agrecada a sangre pero no rosulté on su aplicaciédn
a la orina,

La téenica de Corley, fué ligeramente modificada por
Oppecl (24) cn 1830 y adantada a Tin de poder llevarla a cabo como
una microtécnica por Steinitz y von Ricscns (25) 1932, sin que se
obtuvicran mcjores resultados,

Sc observd que, cn gereral, todos estos métodos no oran
suficientemente cxactos debido a la dificultad dc comparar las co-
loracioncs decl descenocido y dn los teshigos,

Fatterson (26) cn 1935, criticé la téenica do Radt por ol
hecho de ora necesario omploar un volumen mayor de alcohol amilico
para cxtracr cl producto coloreado dcl desconocido, que cl nccesa-
rio para cxtracr el corrcspondicntc a los tostigos, variando por 1o
tanto 1a relacién de volumon, Propuso por lo tanto, una modifica-
c¢ién consistente en disolver cl producto colorcado, con butanol;
facilitando la disolucidn mediante cl agregado dec sulfato de amoni:.
En ostas condicionecs pudo cfcctuar la extraceidn del producto colo-
rcado corrcspondicnte al dcseonocido y al testligo con volumenes
igualcs dc butanol,

Efcctud un dosprotairz2 > wehre 2 nl de sangre, scgin la
téenica de Somogyi, pero dupli-aiic todos los voldmencs de los reag
tivos, a fin de poder obtener un iltrado dc mds de 10 ml,

Tomé 10 ml de filtradn v los acidificd con 4cido acético,
concentrando a continuacidén la solucidn hasta un volumen deo 4 ml,

rcconocible por tener el tubo cn ¢l cual cfectud la concentracidn,



marcado previamente a dicho volumen. Agrecgd lucgo 4 ml de 4cido
clorhidrico, nrenarado mezeclando einco partes de ClH concontrado
con 3 vartes de agua destilada, y 0,4 ml de solucién dec difenila-
inina al 20 »noe ecilento en etanol, ngitando. Calenté durante quince
ninutos cn un baio de agua hirviendo. Después de enfriar los tubos,
agreg® 10 nl dc butanol y 2 zramos dc S04 (FH4)2 sélido, agitando
p:ira extraer ¢l nroducto colioreado, Lucgo cfectud la comparacidn
colorinétrica dcl desconocido con tostlgos preparados simultédnca-
mente, 31 testigo empleado contenfa 0.1 mg de levulosa en 4 nml de
solucidén,

Ennlecd cl método dec Sonogyi nara cofcctuar los filtrados
debido a haber comprobado guce ¢l filtrado obtenido con 4cido clo-
rhidrico y bicloruro de¢ nmercurio scgin cl método do Schenk, produ-
cfa coloraciones mds intonsas dc lo quc corrcspﬁndia a la canticad
de levulosa presente, Comprobd también que las determinacioncs efee
tuadas sobrc sangrc de individuos on ayunas, daban con rospocto a
ensayos en blanco cfoctuados paralclamentec, coloraciones correspon-
dicentes aproximadamente a 1 mg de lovulosa por cicen mililitros de
sangre y dehidas probablcemontc a la glucosa,

1étodo de Eorbert

Herbert (27) on 1232, -ronasc vnn rnodiricacidn a la tée-
nica de Patterson para cvitar 21 -nnlec 22 hutannl como agente di-
solvente d2 la sustanclca co’crex's. neilizando ctanol en lugar de
éste,

Comprohd que cl nétein dc Patioersor. cra defectuoso y efeg
tud modificaciones al mismo, a fin de poder cfectuar la determina-

cién dc¢ levulosa con mayor cxactitud y rapidez, pues si bicn accep-
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té ol hccho de que los crrorcs que podfa dar ol método de Patter-
son no alcanzaban generalmente a incidir en su importancia clinica,
cncontrd gue nuchas veces fallaba adn con soluciones de levulosa
nura,

derhert adviztiis oo 2 su nétodo anarocfa una colora-
cidn verdosa suvave en la aplicacidn del misno a sangre de indivi-
duos 2n ay'nas, cosa que atribuyd a la suncrposicién dec un leve
color azvl »nrocducicdo ﬁor 1n giucosa, con.un color smarillo de ori-
gen desconocido, Ecte incocaveriente fud climinado nmds tarde median-
te ¢l cmhlco ée fotocolorimeiros calibrados con soluciones tipo de
levulosa cn cangre dc individuos cn aynnas.

L+ interferencia dc la gluczosa con la reaceidn ocurria cn
una sroporcién tal gue 10C rg dc glucnsa por cicnto cquivalian a
25 ng dc lcvulosa nor ciento,

Vorificd tanmbién la importancia del tiempe de¢ calenta-
rniento y comprobd quo el mdximo do coloracidn para solucioncs dec
lcvulosa pura sélo sc alcanzeba luego Gc 25 ninutos de calentanic;:
to. 8in cmbargd indied que conven’s ealentar solamente 15 minutos,
Gdebldo 2 quc la levulosa desarrollaba cl color nds rdpidamento
en los nrineres ninutos (85 % del color a los 15 minutos y 94 %
dol mismo 2 los 20 minutos), ni-natraz gque eon 1~ glucosa ocurria
a la inversa,

Con su método cieire wnr cclor »4s irtonse gue con cl de
Patterson, y comprobd que, asi couo ol cclor sc intensificaba des-
proporclonaiinente cvrando sc crpl-:aba 21 méiodo dce Schenk pard cfoce-
tuar los desproteinizados, tampoco convenia Gesprotelnizar con Zn

(0H)2 debidco o gque se dilufn dcuasiado 12 songrc, nl con 4cido
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tdngstico porque producfa una ligera turbidez al calentar. Por
ello adepté el método do Somogyi, que no presentaba inconvonicn-
tes,

Con referencia al posible cmpleo del 4cido tricloroacéd-
tico, comprobd quc éste avmeuntaba 8l color con refercncia al que
deberfa obtonorce de acuerdo a l§ cantidad de levulosa presente,
haciendn 1o salvedn? de fue este inconveniente podria evitarse si
se¢ agrogave Sauhié: ol testigo. Sin embargo a0 lo comprobd, limi-
téndoc2 solamente a cousignar “a rasibifiidad dc¢ su empleo,

iog ronctives cmntondss vor Herhert son los siguientes:

gntraeidr sopdn or ndtedo dc Somogyd .

L2 preporacicn ya geo qrcus.tva deotallada on la pagina 38,

Scluzién_dg fifgnilamings 3o mezcelan 80 partes de C1lH conc.

con 70 partes <o ctuncl 20 23 3 8 nartos de sclucién de difeni-
laming al 20 por clerntc ei. egbancl d=2 €32,

Sclucidn nadre da levilcsa: Se disuelve 1 gramo dc levulosa

en soluecidn coicentrada de decido benzoilco on agva, llevando a 1CC
nl con 4sta Ultima,

Scluciones _testizos 82 efezxtdan ias diluclones de la solucidn

madre corrcepondionies, a fin ac obtener Gos testigos con las si-
guicntes concontrociones.

a) 0,083 mg de lavulzsa v 2 m? (Bguiv-ionte a 5 mg de le-
vulcsa wer 200 wmt 3L o closmag.

b) 0,1 nag de lovulova oo 2l (Tguivaleate a 20 mg de levu-

k]

los2 por 100 mi - nlacmal,

TLas dilusicnos &c¢ 1z sclnesién madre so efectdan con so-

-

lucidn saturada e deido bonzoleo 2a agua Gestlliada.

A pesar de gue Morberd acostumbraba tener una solueid:
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de difonilamina al 20 por clento en etanol, quo econservaba guarda-
dada on un frasco color caramelo, efectuando la mezela con el eta-
nol y ol 4cido clorhidrico en cl momento de utilizar el reactivo,
comprobd guc dste se conscrvaba bicn por lo menos durantc un mes,
no pudicndo ascgurar su conscrvacién por un intervalo mayor do
tienpo, por no haberlo cnsayado,

Procedinionto:

Sc¢ colocan 2 ml dc¢ plasma on un tubo de 15 ml dc¢ capac:
dnad y sc agrega 2 nl de agua y 2 ml del reactivo de Somogyi ne 1.
Sc agita bicn y so agregen 2 ml del reactivo de Somogyi n? 2, agi
tando nuevamente,

Se filtrea por rapel vhntmen n¢ 42 a 5.5 em de didmetro,
obteniéndosc alrcdcdor de 4 mi de filtrado, Fn tros tubos de onsa-
yo con sendas marcas a los 10 ml.,, se colocan 2 ml dol filtrado
¥y dc las soluciones testige, respectivamente, A cada tubo se agro
gan 6 nl do la solucién de difenilamina, Se colocan los tubos en
agua hirviente durante 15 nmirutos, transcurridos los cuales se rg¢
tiran y sc enfrian, Se agrcga eotanol a cada uno de los tubos has-
ta alcanzar la marca correspondicnte a 10 ml y se compara el des-
conocido en cl colorimotro con cl testigo mds cercano,

Hétoio do Alving, Rubin vy Miller

En 1939, Alving, Rubin y Milicr (28) describieron una
técniza basada on los princinics dc¢ .a Ce Horbert y la aplicaron
a la detecrninacién de irulina en plasme, sucro y orina,

Reomplazaron el sulf<in de cine 421 método ‘dc Somogyi,
por el sulfato de cadmio. Efectuaron una fernentacién previa par.

clininar loc azdcares fermentascibles que pudioran oxistir,
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Los roactivos omploados por Alving, Rubin y Millaer son
los sigulcntos:

Roactivo do difenilamina:

a) Disolver 10 gramos c¢e¢ ~'ifenilamina p.a, on etanél absoluto
redestilado, llevando & 1) nl, Conservar la solucién en un
frasco colnr caramclo dc¢ wandn esmerilado,

b) Mozelar 80 ml Ceo ClI concentrado p.,a, cn 112 ml de etanol
absoluto rmedestilade, aAgrecar a csta solucidn 12 nml de la solu
aidn do diferilanina. Ccaservar on frasco color caramelo do ta-~
nén esnerilado, Dcbe ser rorovado scnanalmente,

£olucidn de sulfato de cadmio: Disolver 13 gramos de 3S04C3,8H2C

en agua, Agregur 33,5 nml dc S24E2 1N y llevar a un litro con agua.

Hidréxido do_sodic 1,1 1i: Disolver 40.4 gromos de sodio en agua
llevando a 1 1litro,
Sclucidn _nmrdre de inulina: Scear inulina »n.a, a 80-1008C duray
tc una hora y cnfriar cn dcscecdor, Disolver 1 gramo de inulina
cn agua y llovar a 1 litro.
Testigo n2 1: Colocar £ 1.l c¢¢ lu soluecidn rnadre cn un matraz
aforado de 1 itro y llevar a voluncn,
Testigo M@ 2: Colocar 10 wl de la solucién madre y llovar a un
lisro.

Susnensidn de lovaduras Susronder aircdeler dc 50 gramos de le-

vadura, libro do almidén cn 1. =l «¢ ague, Certrifugar a baja ve-
locidad y dcggntar cl liqnidg soorcnadante, Depetir cinco vecos 1:
misna operacidn. Las células dc levadura asf lavadas pucden conse: -
varsc en un rcecipiente con tanu csmerilade conlocado cn heladera,

durante 2 sciarnas, Antes dc viillizarla dobe hwecerse va lavado,
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doterninando lucgo por contrifugacién en un tubo de hematocrito

cl voluncn do agua quo contiene la suspensidn que va a utilizarse,
Procedinicnto:

Fliminacién de la _glucosa: 5 6 10 ml de suero, plasma u orina

sc n~olocan oin un tubo de contrifuga de 15 nl de capacidad, Se agrg

4N

gan 7.5 § 1 wl de la cuspensgién de levadura, respectlvamente, Agi-
tar ¢l tubo o incubar o 382C durante 30 minutos, Centrifugar a gr.:
velceidad durante 15 minu*os, Retirar cl lfquido sobronadante,

pesarenllo del ¢oinr A L omi del liguido sobrenadante, agregar
8 mi de la solucidn dc sulfate Gée zadmio y agrerar 1 nl do la so-
lucidén de hidrdxido de sodic i.l1 N, acgitand~ ondrgicamente, Se de-
ja ¢ ropoco luvente 15 nirmta, v ogse filsra, B filtrado debe di-
luirse de forma que contonga ncnos de C,040 ny de inulina por mili-
litro dAc filtrade,

Lo an tabns de vidrin registente se colccan 5 ml dol fil-

trade, dilufdo si es nescsaris. y so ogrepan 10 ul del reactivo
de difenilamine, %2 colocan o) dcesconoczidic y loe tostigos prepara-
dos ecn forma similar y sirmlténcamente, con agua hirviendo durante
60 minuitos. Durante el calentarmiento convicence tener tapados los tu-
bos para prevenir la cevaperacién del renctivo, Una vez transcurrid .
el tienpo de celentamiento, sc cdlcean inrediantamento los tubos
en agua fria, dejdndoios has*tc: -un adquieran la tomperatura ambicn-
tc, Se dejan estar durante 10 2iavios a tcnporatura‘ambiontc y so
conparan al colorfmetro, En el ciiculo final c¢s nccosario conside-
rar todas las diluciones ofectuadas, incluyendo la debida al agua

de la suspensién do levadura,

Corcoran y Pago (29) utilizaron un método similar, pero en
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tubos ablertos, completando al final de la reaceidn con etanol
hasta un volumen fijo,

Harrison, (50) en 1942, canbid el alcohol usado como di-
solvente por cl 4cido acético, que presontaba la ventaja de ser
menos voldtil, El método prescntaba la ventaja do podersc llevar
a cabo en tubos abiertos, disminuycndo la evaporacidén 4o la solu-
cion sin disminuir la scnsibiiidad, Los reactivos emplcados por
Harrison fueron lcs sigulconitioss

eactivo Ge diicnilarin:

]
()

3

33
)

disucivean 2 granos de difenilamina

¥
]
i

~v

v 100 ml de 4cilo aedtico y sc agre-

gan €C mi dec CIXIL aong

Alving, Rubia y Mllier
Solugidn de hidrdxico de cqllo 1,1 N: Lo preparacién del filtre.

do la cfestvia en forma sim!lizr a las yva 7istas. Biluyc si es nocce

l.lo

saris o fin de terer ura corcenisracidn de inulina entre 2 a 12 ni-
erogranos/niliiitro, Generaimentc se Gilave 1:4

A 2 mililitros del filgrado cc le agregarn 4 ml del reactivo de
difenilamina, Se agita y coloca an azvra hirviendo durante 30 minu-
tos, cfectnandio paralclanante un onsajyc =n blance, Retirar los tu-

-

bos, enfriar y conmparar al cclorimctro,
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CAPITULOS-V-

RESULTADOS EXPERIMENTALES
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Los métodos mencionados en el capitulo anterior se refieren en
general a la determinacién de levulosa en 1lfquidos biolégicos, pero pre-
sentan el ingonveniente de que 1l&a glucoga interfiere en mayor o menor
proporcién en los mismos y sélo resultan efectivos cuando se utilizan
para la valoracién de levulosa en sangre, la cual contiene pequeflas can-
tidades de glucosa con respecto a las cantidades que suelen aparecer en
orina«-

Por otra parte, cuando se efectdan determinaciones en presen-
cia de glucosa, se opta por eliminar a ésta por fermentacién previea,
especialmente en los métodos basados en el empleo de la difenilemina.
Tegén Ranney y Mc Cunne (1), es indispenaeble una fermentacién previa
cuando se utiliza eate reactivo.-

Por ello, estos métodos no resultan précticos en su aplicacién
a la investigacién corriente de levulosa, como por ejemplo en los ené-
lisis de rutina de orina, dado que este gldcido se encuentra general-
mente acompafiado de cantidades variables de glucosas Segén Hawk (2),
esto dltimo ocurre siempre salvo en los casos de levulosurias puras.-

Estas levulosurias pueden ser debidas a insuficiencias hepéticas,
a trastornos del organisme que impiden un correcto metabolismo de la
levulosa ingerida, a un umbral renal bajo para dicho glécido o 2 la in-
gestién de grandes cantidades del mismo, lo que hace indispensable dispo-
ner de una reaccidén sencilla que no presente el inconveniente de las a-
rriba mencionadas y permita determinar cualitativamente si el hidrato
de carbono presente en una orina (reconocible mediante la reaccién 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, pensamos que serfa convenicnte investigar
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dentro de qué 1lfmites de concentraciones de levulosa y glucosa eran
efectivas dichas reacciones y observar si realmente se producfan falsas
reacciones positivas.~

Consideramos también la posibilidad de adaptar alguna reaccién
de las descriptas anteriormente, a la investigacién de levulosa en 1i-
quidos bioldgicos, sobre todo en orina.=-

Para ello comenzamos por el estudio de la reaccidén del 4cido
cromotrdpico, observando que si bien esta reaccién es aplicable a la
investigacidn de levulosa en soluciones puras, no lo es en orina, dado
que produce coloraciones poco espec{ficas debido al empleo de 4cido sul-~
fdrico; hecho que comprobamos tratando varias orines con dicho 4cido en
la concentracién fijada por el método, pero sin agregar 4cido cromotré-
pico y obteniendo coloraciones semejantes a las descriptas como fndices
de un resultado positivo,-

Con el objeto de evitar este inconveniente, dilufmos el 4cido
sulfdrico utilizado, con lo cual se consiguié evitar en la mayor parte
de los casos esas coloraciones inespec{ficas, pero con el resultado de
que cuando tratemos de efectuar la investigacién de levulosa en solucién
pura con &cido cromotrépico y 4cido sulfdrico dilufdo, no obtuvimos re-
sultados positivos¢ Por esta causa no 1nten£amoa realizar experiencias
con la reaccién basada en el empleo de cistefna y carbazol, ya que tam-
bién se efectda en medio sulfdrico. Probablemente las: dificultades ya
mencionadas experimentadas por Tashiro y Tietz (loc.cits), cuando inten-
taron aplicar su método a la determinacién de levulosa en orina se de~
bieron al hecho de trabajar en medio sulfdrico.-

Respecto de la reaccidén basada en el empleo del 4cido pirogalol-
carbdnico, no nos fué 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 método descripto en el tratado de von Richter
(3), cuyo estudio pensamos continuar més adelante.-

Debido a que el método de Roe no resulta préctico para una inves-
tigacién corriente; que cantidades de glucosa superiores a 3 gramos por
litro interfieren en el método y al hecho de que como ejemplos de téc-
nicas basadas en el empleo de resorcina tenfamos las ya mencionadas de
Seliwanoff y Borchardt, nos abocamos al estudio de estas dltimas,.-

En cuando al método de la difenilamina, pensamos que dadas les
caracter{sticas del mismo, serfa posible fijar las condiciones de méxi-
ma sensibilidad que nos permitieran aplicarla como reaccién cualitati-
va para la investigacién de levulosa en 1fquidos biolégicos.-

Comenzamos por el estudio de las téenicas de Seliwanoff y Bor-
chardt y m4s tarde el de la reaccién de la difenilamina: A continuacién
pasaremos a transcribir los resultados -obtenidose-

REACCION DE SELIWANOFT .-

En la obra de Morse (4) se menciona el hecho de que si bien se
suele hacer referencia a la reaccién de Seliwanoff como técnica de in-
vestigacién de levulosa, es mas bien una prueba para cetosas en general
e indica que es necesario realizar la prueba ateniéndose estrictemente
a las instrucciones, pues las aldosas pueden dar reacciones débilmente
positivas.-

Respecto al mecanismo de la reaccidn de Seliwanoff, cree posible
que ocurra lo sigulente: el efecto de un écido sobre cualquier hexosa,
especialmente sobre las cetosas, difiere del de las pentosas y da lugar
a la formacién de dos tipos de sustancias caracterfsticas, que en el ca-
so de la levulosa serfan el &cido levulfnico y un derivado del furfural
conocido con el nombre de hidroximetilfurfural. Este dltimo se conden-

sarfa con la resorcina dando la sustancia coloreada de la reaccién de



Seliwanoff.-

Por otra parte, el 4cido levulfnico podrfa adoptar una estructu~
ra del tipo de la del tiofeno y condensarse con el hidroximetilfurfural,
dando un campuesto que serfa uno de los factores de la produccién del
color,.-

En el 1libro citado, se detalla un reactivo de Seliwanoff conati-
tufdo por 0,05 gramos de resorcina disueltos en 200 ml. de ClH &l 50 %.

El procedimiento allf indicado es el siguiente: Colocar 5 ml.
del reactivo y agreger algunas gotas del 1lfigquido en el cual se quiere
investigar levulosas Calentar el contenido del tubo hasta ebullicidn,
Si existe levulosa ae produce un color rojo y un precipitado parduzco.
El precipitado puede ser filtrado y redisuelto en etanol concentrados
Si se observa dicha solucién por medio de un espectroscopio, aparece
una banda o serie de bandas caracterfsticas en la regién del amarillo
o del verde—ammeillé.-

En el tratado de Hawk (loc.cit.) la reaccién de Seliwanoff, se
encuentra descripta en la forma siguiente:
Reactivo: 0,05 gr. de resorcina se diauelven en 100 ml, de 4cido clor-
hfdrico dilufdo ( 1 volumen de C1H més 2 voldmenes de H20).
Procedimiento: A 5 ml. del reactivo se agregan algunas gotas de

orina y se calienta a ebullicién durante un tiempo no
mayor de %0 segundos< En presencia de levulosa se obtie-~
ne un color rojo y la formacién de un precipitado del
mismo color que debe ser soluble en etanol, comunicando
a éste un color rojo brillante.-
Con respecto a las precauciones que deben tenerse en cuenta
cuando se efectia la reaccién, hace las siguientes consideraciones:

a) La concentracién del 4cido clorhfdrico no debe ser mayor del 12 %.
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b) No se debe prolongar el calentamiento mds de 30 segundos, debido a
que en el caso de encontrarse presente glucosa se obtienen reaccio-
nes positivas falsas.-

¢) El precipitado debe ser soluble en etenol de 96° con produccidn de
un color rojo brillante.-

Con respecto a la coloracién que desarrolla la glucosa, Hawk supone
que se debe posiblemente a una transformacidn de la misma en levulosa
por accién del 4cido clorhfdrico.-

El reactivo utilizado para nuestras experiencias fud preparado
segdn Levinson y Mae Fate (5) ya que concuerda con el indicado por Hawk,

Reactivos:

1) Reactivo de Seliwanoff: Se disuelven 0,15 gramos de resor-
cina psa¢ en una mezcla de 100 mls de ClHs ps&s y 200 ml.
de agua destilada.-

2) Alcohol etflico de 96° p.a.

Procedimiento: A 5 ml. del reactivo de Seliwanoff, colocados en un tu~
bo de enssgyo, agregar 6 a 8 gotas de orina y calentar
hasta ebullicién. Hervir durente no més de 20 a 30 se-
gundoss Observar el color del 1{fquido y si se produce
o no precipitados Si se forma precipitado separar el 1{-
quido sobrenadante y agregar 4 6 5 ml. de etanol. Mez-
clar y observar el color del etanol.-

Interpretacién: Un resultado positivo estéd indicado por la produccién

de un color rojo y la seperacién de un precipitado del
mismo color, después de no mé4s de 30 segundos de ebu-
1licién.

El precipitado debe disolverse en etanol confirién-

dole un color rojo brillante.
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No debe hervirse m#s de 30 segundos, pues en caso de hacer-
lo, pequefias cantidades de glucosa pueden dar resultados
positivos.-

Concentraciones de glucosa superiores al 20o/oo dan reac-
ciones positivas.-

A fin de determinar el lfmite de sensibilidad de esta reaccién, pre-

paramos una solucién de levulosa al 10 o/oo en agua destilada saturada
de écido benzoico. Efectuamos diluciones de la misma, de manera de ob-
tener soluciones con las concentraciones que se detallan en el CUADRO
Nos 1, y en el cual se consignan los promedios de los reaultados consc-

guidos en varias series de determinaciones.-

CUADRO No. 1
LIMITE DE SENSIBILIDAD DE LA RBACCION DE SELIWANOFF

Solucién de | Formacién de Desarrollo de Resultado.
levulosa precipitado. color.
gr/1litro |

10 Positivo Positivo Positivo

9 Positivo Positivo Positivo

8 Positivo Positivo Positivo

7 Positivo Positivo Positivo

6 Positivo Positivo Positivo

5 Positivo Positivo Positivo

4 Positivo Positivo Pasitivo

3 Positivo Positivo Positivo

2 Negativo(x) Positivo Negativo

1 Negativa Positivo Negativo

0,5 Negativo Pasitsdébil Negativo

0,1 Negativo Negativo Negativo

{x,. Consignamos como negativo el resultado obtenido con la solucidn de
levulosa a1l 2 o/oo debido a que si bien se formé en la mayoria de
los casos un pequefio precipitado, al ser disuelto en alcohol no le
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confirié color rojo brillante.-

Para determinar el mdximo de glucosa que puede encontrarse

presente sin que se produsca reaccién positiva con el reactivo de Se-
liwanoff, se preparé una solucién de glucosa al 100 o/co en agua des-
tilada saturada de 4cido benzoico y se efectuaron las diluciones que
se detallan en el CUADRO Noe¢ 2, en el cual se incluyen los promedios

de los resultados obtenidos.-

CUADRO _No. 2

CONCENTRACIONES MAXTMAS DE GLUCOSA ADMISIBLES
CUANDO SE EFECTUA LA REACCION DE SELIWANOCFF

Solucién de Formacidn de Desarrollo
glucosa precipitado de color Resultado
|__gr/Yitro.
10 Negativo Positivo Negativo
20 Negativo Positivo Negativo
30 Negativo Positivo Negativo
40 Negative 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

Observamos que en las experiencias realizadas sotme las soluciones de
gluccsa con concentraciones comprendidas entre 30 y 100 gramos por mil
se desarrollaron coloraciones similares a las olbtenidas con soluciones
de levulosa de 1 a 2 gramos por mil.-

A fin de verificar si los resultados obtenidos con soluciones de
levulosa en agua destilada coincidfan con los de solucionesde levulosa
en orina, preparamos soluciones de concentraciones similares a las des-

criptas en los cuadros 1 y 2, pero utilizando diversas muestras de
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orina en lugar de agua destilada.-

Los resultados coincidieron en muchos casos con los obtenidos en
las experiencias con levulosa en solucidn pura, pero en otros casos
pudo observarse que las coloraciones desarrolladas eran distintas de
las que hubieran correspondido de acuerdo a la cantidad de azdcar agre-
gado, siendo por lo general més intensas.-

Per otra parte muchas orinas a las cuales no se habfa agregado le-
vulosa ni glucosa, si bien no produjeron precipitado, dieron coloracic-
nes serejantes a las producidas por soluciones de levulosa de concen-
traciones comprendidas entre 0,5 y 1 gramo por mil.-

Para descartar la posibilidad de que la levulosa se encontrara pre-
sente en dichas orinas, se efectuaron sobre las mismas, investigacio-
nes de azicares reductores mediante los reactivos de Fehling y de Be-
nedict, obteniéndose reaultados negativos.-

De esto se desprende que existen orinas en las cuales se encuentyan
sustancias capaces de desarrollar color con el reactivo de Seliwanoff

y que no son azdcares reductores.-

REACCION DE BORCHARDT .~

Segn Hawk (locs cite) 1a reaccién se efectda de la siguierte ma-
nera:

Se colocan 5 ml¢ de orina en un tubo de ensayo y se agrega igual
volumen de 4cido clorhfdrico al 25 % ( 2 volumenes de fcido mds 1 vo-
lumen de agua) y alguncs cristales de resorcina,-

Se calienta a ebullicién hasta aparicidn de color rojo y se enfria
~on agua ccrriente, Se transfiere el contenido a una cédpsula y se alca-~
liza ligeramente con HX sélido.- )

Se coloca el contenido de la cépsula en un tubo de ensayo y se agre-

gan 2 a 3 ml. de éter etflicoj- Se agita fuertemente y se deja luego
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que se sepearen las dos capas.-

Interpretacidn: En presencia de levulosa el éter toma color amarillo.
En este tratado se indica que los dnicos componentes de la orina

que interfieren en la reaccién, son los nitritos y el indican, pero

solamente cuando embos se encuentran presentes simulténeamente; en cu-

yo caso aconseja acidificar la orina con &cido acético y calentar a ebu-
1licidn durante 1 minuto para eliminar los nitritos.-

Si el indican se encuentra presente en gran cantidad puede comu-
nicar color azul al éter, enmascarando el color amarillo desarrollado por
la levulosas Esto puede evitarse eliminando el indican por medio de la
reaccidn de Obermeyer, separando la capa cloroférmica por decantacidn.
La capa restunte se dlluye con un tercio de su volumen de 2gua destila-~
da, efectudndose entonces la reaceién de Borchardt.-

También interfieren en la reaccién de Borchardt la santonina y el
ruibarbo que pudier.n haber sido ingeridos por el paciente.-~

Hawk, da como lfmite de sensibilidad para esta reaccidn el de
1:2000. La reaccién de Borchardt segn 1o deseripto en las obras de
Kolmer (6) y de Todd y Sandford (7), se efectda en forma similar a la
del tratado de Hawk pero haciendo la observacién acerca de que no debe
prolongarse el calentamiento por un tiempo mayor de 30 segundos.-

De acuerdo a muestras experiencias con la reaccién de Borchardt,
podemos decir que la mejor forma de efectuar la misma, consiste en ca-
lentar hasta la aparicién de color rojo, siempre que el tiempo necesario
no sobrepase los 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 restentes para completar el perfodo
de calentamiento, pues hemos observado que, de continuar calentando du-

rante esos 20 segundos més, no se obtiene mayor ventaja y en cambio al-
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gunas veces trae inconvenientes como por ejemplo, la formacidn de un
precipitado de aspecto bituminoso durante la neutralizacién con el H(X,
que a menudo dificulta la posterior extraccién 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 comenza-
da la ebullicién , pero no sobrepasando ese tiempo en ningin caso.-

Observamos también que es muy importante para la correcta ejecu-
cidén de este ensayo, ajustar el pH entre 6 y 7, pues en el caso de tra-
tar de efectuar la extraccidn sobre medios més Acidos o més alecalinos,
ello no se consigue,quedando el éter incoloro, o bien, en otros casos,
el color se extrae en forma incompletas-

Por otra parte, puede reconocerse cuando se alcanza el pH éptimo,
de la siguiente manera:

A medida que se agrega el HX, el color rojo de la solucién va
disminuyendo en intensidad, alcanzando un mfnimo en el intervalo de pH
mencionedo, para luego adquirir un tono pardo-rojizo més oscuro. Es ne-—
cesario interrumpir el agregado de HOK antes de la aparicidn de este
color més oscuro puds es fndice de alcalinidad, y en estas condiciones
el producto coloreado no pasa a la capa etérea.-

A fin de determinar el lfmite de sensibilided de esta reaccién,

se utilizaron las soluciones de levulosa descriptas en el CUADRO No, 3,

obtenidas por dilucién de una solucién de levulosa el 1 o/00 en agua

—_— —

lestilada saturada de &cido benzolcos=
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CUADRO Nos 3

LIMITE DE SENSIBILIDAD DE LA REACCION DE BORCHARDT

Solucidén de Levulosa Resultado
gr/litro
1,0 Pcsitivo
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 la méxima concentracidn de glucosa que puede hallarse
presente sin que se produzea reaccién positiva con la téecnica de Bor-
chardt, se procedid a efectuar dicha reaccidn sobre soluciones de
glucosa con las concentraciones que se detallan en el CUADRO No. 4,

obteniéndose los siguientes resultados.-

CUADRO No. 4

CONCENTRACIONES MAXIMAS DE GLUCCSA ADMISIBILES
CUANDO SE EFECTUA Li REACCION DE BORCHARDT

Solucifn de glucosa
Resultado
gr/1itro
1 | Negativo
5 Negativo
10 Negativo
15 Negativo
20 Posit. débil
25 Positivo
30 Positivo
40 Positivo
50 Positivo
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Yohidndaae efectnsds posteoricriuciie enaayos sobns reiomes de 1evue

losa y de glucosa en orina con concentraciones de dichoa gldcidos igue~
les respectivamente a las detalladas en los CUADRCS Nos % y 4, ob*u-
vimos resultados similares a los obtenidos con soluciones puras de di~

chos azdcares, los cuales se encuentran consignados en dichos cuadroes.-

REACCION CON DIFENILAMINA.-

De acuerdo a lo observado por los autores que trabajaron con
reactivos conteniendo difenilamina, quienes afirman que la levulosa
desarrolla el color azul més répidamente que la glucosa, pero con el
inconveniente que esta dltima generalmente interfiere cuando se halla
presente, pensamos que probablemente pudiera evitarse ese inconvenien-
te disminuyendo el tiempo de calentamiento,—

-Seguimos las técnicas.mencionadas por dichos autores y detalla-
dea en el capftulo anterior, y : utilizemos los reactivos allf descrip-
tos habiendo comprobado que si bien la levulosa desarrolla perfectamen-
te el color, también lo hace la glucosa afin cuando se encuentra pre-
sente en pequefias cantidades.~-

S1 bien ea cierto que las coloraciones desarrolladas por la glu~
cosa son mucho mds débiles que las desarrolladas por la levulosa; no
dejan de ser un inconveniente para la aplicacifn de dicho método a la
investigacién de este dltimo gldcido.-

Tratamos de obtener mejores resultadoa disminuyendo el tiempo
de calentamiento, pero tropezamos con el inconveniente de que no se
desarrollaba color cuando se trabsjaeba con soluciones poco concentradas
de levulosa.-

Supusimos entonces que podrfa ser factible encontrar las condicio-
nes dptimas para ottener desarrollo de color en un tiempo minimo, va-

riendo las properciones de los reactivos.-—-
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De encontrar estas condiciones existirfa la posibilidad de recono-
cer pequeflas cantldades de levulosa adn en presencia de apreciables
cantidades de glucosa! evitando as{ el tener que efectuar una fermen-
tacién previa como indicaran Ranney y Me Cunne (1).-

Dado que la difenilamina es muy poco soluble en agua pero muy
soluble en etanol, la concentracién de la misma estard condicionada
por la proporcién relativa de etanol y &cido cliorhidrico que existes
en el reactivo.-

Por otra parte hemos comprobado que dicha relacién influye en el
tiempo de calentamiento necesario para obtener desarrollo del coloar.

Para determinar las condicilones bajo las cuales es necesario emplear
un tiempo menor de calentamiento para legrar la aparicién del color
nfnimo que puede ser observable, se efectuaron diez determinaciones
segin se describe a continuacién.-

Reactivos empleados:

1) Solucién de levulosa (Merck) al 1 o/0o en agua destilada sea-
turada de 8cido benzoico.-
2) Solucién saturada de difenilamina en alcohol etflico de 96°.

3) Acido clorhidrico concentrado psas

Procedimiento:

Se efectuaron mezclas de los reactivos 2 y 3 en las proporcio-

nes que se detallan en el CUADRO Nos 54—
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CUADRO No. 5

SOLUCIONES DE DIFENILAMINA EN DIVERSCS MEDICS
DE ETANOL~ACIDO CLORHIDRICO.

Solucidn No. Solucién de C1H conc.
difenilamina

ml, ml.

1 0 20
2 1 19
3 2 18
4 3 17
5 4 16
6 5 15
7 6 14
8 7 15
9 8 12
10 9 1
11 10 10
12 11 9
13 12 8
14 13 T
15 14 6
16 15 5
17 16 4
18 17 3
19 18 2
20 19 1
21 20 0

Una vez efectuadas las mezclas se dejé estar en reposo durante 72 ho-
ras para permitir la precipitacién de la difenilamina que se encontra-
ra en exceso de acuerdo a su solubilidad en los medios hidroaleohéii-
cos obtenidos por la mezcla de ambos reactivos. Separando el liquido
sobrenadante, obtuvimos soluciones concentradas de difenilamina en di-
versos medios con distinta relacidédn etanol-Acido clorhfdrico.-

Preparamos las soluciones en esta forma de manera de poder tener
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en cada una de ellas el maximo de difenilamina posible, dado qe 1la
concentracién de difenilamina debe ser suficiente como para que en su
reaccion con la levulosa se obtengan coloraciones proporcionales a
la concentracién de esta dltima.-

Para efectuar la reaccién propiamente dicha, se tomaron 21 tubos
de ensayo, colocando en cada uno de ellos 1 ml. de la solucién de
difenilamina correspondientes Se agregd a todos los tubos 0,1 ml. de
la solucién de levulosa, agitando suavemente para homogeneizar.-

Colocamos los tubos de a uno por vez en tm vaso de precipitacién
conteniendo &gua hirviente, observando en cada caso la solucién conte-
nida en el tubo mientras se efectuaba el calentamiento. A fin de me-
jorar la observacién colocamos una cartulina blanca detrds del vaso
de precipitacidn.-

Las experienclas se realizaron controlando el tiempc que tardsba
en aparecer coloracién aprecisble a simple vista. Debido a los errcres
de apreciacidn provocados por una coloracidn tan débil, no es posible
asegurar la exactitud de los tiempos observados. Sin embargo, estas
experiencias fueron de gran utilidad ya que nos permitieron detzsiminex:
aproximademente cuél era el intervalo mfnimo de tiempo neccesario y en
qué condiciones era posiblecobtener desarrollo de color en Gicho
tiempo. Como promedio de estas experiencias podemos afirmsr que dicho
tiempo esta comprendido entre 40 a 50 segundos de comenzado el calen~
tamiento para las proporciones establecidas en las soluciones No. 10,
11 y 12 (CUADRO No¢ 5)4-

A fin de poder comprobar con mayor exactitud la verecidad de es-
tcs datos se efectuaron otras diez experiencias en las cuales se usa-
ron las mismas soluciones antes mencionadas, empleando las mismas pro-
porciones de reactivo y solucién de lewyulosa pero calentando todos

' . -3
los tubos simultaneamenie durante un tiempo un poco superior al minime,
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es decir durante 1 minuto, a fin de obtener coloraciones mds nftidas.-

Luego de un minuto de calentamiento se enfriaron los tubos y se
colocaron 0,4 ml, del contenido de cada tubo en sendas cavidades de pla-
cas de toque de porcelana, pudiéndose comprobar que la méxima intensi-
da@ del color se observaba en la muestra correspondiente a la solucién
Noe¢ 10e-

En base a esto adoptamos para nuestra reaccifn un reactivo que
reuniera las condiciones del de dicha muestra (11 ml. de ClH conc. adi-
cionados de 9 ml. de solucién alcohélica de difenilamina).-

A fin de evitar el inconveniente de una precipitacién abundante de
difenilamina debida al uso de la solucién saturada de la misma en alco-
hol, se efectuaron mezclas de 11 ml. de &cido clorhfdrico concentrado
con soluciones alcohdlicas con distintas concentraciones de difenilemi-~
na, eligiendo aquella que conservada durante 72 horas sélo produjo esca-
sos cristales de difenilamina precipitada.-

Pudimos asf llegar a obtener la composicién que consideramos J&pti-
ma para el reactivo constitufdo por difenidemina, etanol y &cido clor-
hfdrico y que resultd ser:

Acido clorhfdrico concs 11 ml
Etanol 9 ml.
Difenilamina 0,24 gr.

Para nuestras experiencias preparamos una solucién constitufda por 2,4
gramos de difenilemina (Merck) disueltos en 90 ml. de etanol de 96°,
a los cuales se agregan 110 ml. de ClH concentrados

Una vez fijadas las proporciones de los componentes del reactivo
a utilizar, procedimos a determinar el limite de sensibilidad de este
reactivo para la determinacidén de levulose.-

Se prepararon soluciones de distintas concentraciones de levuiosa,

de las cuales se agregé 0,1 ml, a una serie de tubos de ensayo en los
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cuales se colocara previamente 1 mls del reactivo de difenilamina.-

Una vez homogeneizado el contenido de los tubos, se colocaron es~
tos €1ltimos simulténeamente durante 1 minuto en un bafio de agua hirvien-
do.-

Pasado ese tiempo se retiraron del agua hirviendo, enfriando répi-
damente por immersién en agua frfa, para interrumpir el desarrollo del
color.~

Los resultados que hemos obtenido se encuentran descriptos en el
cuadro Nos 6 en el cual se encuentran consignados los promedios de . las
determinaciones efectuadas.-

CUADRO Nos 6
LIMITE DE SENSIBILIDAD DE LA REACCION CON DIFENILAMINA

Solucidn de levulosa Resultada

gr/litro

5 Fuertemente positivo
4 Fuertemente positivo
3 Fuertemente positivo
2 Positivo neto

1l Positivo neto

0,9 Positivo

0,8 Positivo

0,7 Positive

0,6 Positivo

0,5 Positivo

0,4 Positivo

0,3 Positivo débil.

0,2 Positivo débil

0,1 Positivo muy débil.

Consideramos por lo tanto como 1lfmite de sensibilidad de esta reaccién

una concentracién de levulosa de 0,1 gr/litro.
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Para determinar el mdximo de glucosa que puede hallarse presen-

te sin que se produzca reaccifn positiva con el reactivo de difenilami-
na se procedié a efectuar dicha reaccifn sobre las soluciones de gluco-
sa que se detallan en el CUADRO No. 7, en el cual se encuentran consig-

nados los promedios de los resultados obtenidos.-

CUADRO Noe 7

CONCENTRACIONES MAXIMAS DE GLUCGSA ADMISIBLES
CUANDOQ SE EFECTUA LA REACCION CON DIFENILAMINA

Solucidn de m Resultado
gr/1itro

10 Negativo
20 Negativo
30 Negativo
35 Posit., débil
40 Positivo
50 Positivo
60 Positivo
70 Positivo
80 Positivo
90 Positivo
100 Positivo

Las conclusiones que pudimos extraer de estas experiencias podemos re-

sumirlas asf:

a) Las soluciones cuyas concentraciones de glucosa se encuentran com-
prendidas entre 50 y 100 gramos por ﬁil dan coloraciones similares
a las obtenidas con solucidén de levulosa al 1 o/0o0.-

b) Las soluciones cuyas cancentraciones de glucosa se encuentran com-
prendidas entre %0 y 50 gramos por mil dan coloraciones similares a
las obtenidas con soluciones con concentraciones de levulosa compren~

didas entre 0,1 y 0,5 gramos por mil.-
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c¢) Las soluciones cuyas concentraciones de glucosa se encuentran por de-
bajo de 30 gramos por mil, dan reaccidn negativa.-

En las experiencias que efectuemos en forma similar con soluciones
de ambos azfcares en orina pudimos comprobar que debido a la interferen-
cia del color de las mismas con el color azul desarrollado se obtenfan
coloraciones azul-verdosas que si bien guardaban entre sf una relacién
de intensidades similar avla observada en las experiencias con ambos
azdcares en solucién pura, no permitian una comparacién exacta con los
mismos.-

Por otra parte el color desarrollado por una dada concentracién de
azficar dependfa de la intensidad del color de la orina empleada para 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 m&todo de Somogyi.-

Como el 1fmite de sensibilidad de la reaccién corresponde a 0,1 gr.
por mil, de efectuar el método de Somogyi tal cual como lo deseribiera-
el autor efectuando una dilucién 1:10 de la orina,el 1fmite de sensibi-
1idad de esta reaccién para determinar levulosa en orina hubiera sido
de 1 gramo por litro.-

Por lo tanto efectuamos la desproteinizacidn con los reactivoa de
Somogyi pero haciendo una dilucién de 1315 y 1llevando por lo tanto el
1fmite de sensibilidad a 0,5 gramos por litro, perfectamente convenien-
te para las necesidades corrientes.-

Resumiendo, la reaccifn con difenilamina se efectud de la menera
siguientes~
Reactivos:

1) Solucidn I de Somogyi: SO4Zn. 7 H20 al 10 % en agua destilada.-~
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2) Solucién II de Somogyi: NaOH 0,5 N.

Ambas soluciones deben ser preparadas de forma que 10 ml. de

la solucifén I, dilufdos a 50-75 ml. con agua destilada, requie-
ran el agregado de 10,8 a 11,2 ml: de la solucién II para obte-
ner un color rosado permanente con fenolftalefna,-

3) Solucidn alcoh&lica de difenilamina: Disolver 2,4 gramos de di-

fenilamina en 90 mls de etanol de 960.—

4) Acido clorhidrico concentrado:p.as

5) Reactivo de difenilamina: Se mezclan 90 ml, de la solucién al-

coh6lica de difenilamina con 110 mls de 4cido clorhfdrico con-
centrado. No debe conservarse mds de treinta dfas, guardado en
un frasco color caramelo bien tapados Es preferible preparar
cada vez 1la cantidad que se ha de necesitar en el momento
de su uso.-

srocedimiento:

A 1 mls de orina colocados en un tubo de ensayos se agregan 2 ml.
de agua destilada y 1 mls de la solucidn Nos I de Somogyi, agitando para
homogeneizars Se agrega 1 ml. de la solucién Nos II agitando vigorosamen-
tes Se filtra o centrifuga.-

Se coloca 1 mls del reactivo de difenilamina en un tubo de ensayo.
Se agrega 0,1 mls de filtrados Se coloca el tubo durante 1 minuto exac~
tamente en un bafio de agua hirviendos Una vez transcurrido el minuto, se
retira rdpidamente el tubo del bafio de agua hirviendo colocfndolo inmedia-
tamente en agua frfas Se observa el color del 1fquido contenido en el
tubo .-

Pardlelamente y en la misma forma conviene preparar un testigo,
utilizando agua destilada en lugar de orina.~

Interpretacién: En caso de existir levulosa se desarrolla un color azul

—
JE—g
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En la gplicacidén de los métodos de Seliwanoff, Borchardt, y de la
difenilamina a la investigacién de levulosa en orinas normales que pre-
sentahan ensﬁyo de Fehling y Benedict negativos,se obtuvieron los re-

sultados consignados en el cuadro No. 8,-~

CUADRO Nos 8
Ensgyo de Ensayo de Ensayo con
Muestra No« |  go13yanore Boréhardt difenilemina
1l Negativa Negativa Negativa
2 Negativa Negativa Negativa
3 x Negativa Negativa Negativa
4 Negativa Negativa Negativa
5 Negativa Dudosa 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 Positiva Negativa
14 Negativa Negativa Dudosa
15 x Negativa Dudosa Negativa
16 Negativa Negativa Negativa
17 x Negativa Negativa Negativa
18 Negativa Poaitiva Negativa
19 Negativa Negativa Dudosa
20 x Negativa Positiva Negativa
21 x Negativa Positiva Negativa
22 x Negativa Negativa Negativa
23 Negativa Dudosa Negativa
24 Negativa Poaitiva Negativa
25 x legativea Positiva Negativa




Ensayao de Ensayo de Ensayo con
Muestra No.| ge1iwanoff 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 Positsdébil Negativa
34 X Negativa Dudosa Negativa
%5 Negativa Negativa Dudosa
36 x Negativa Negativa Negativa
37 Negativa Posite«débil Negativa
38 x Negativa Negativa Negativa
39 Negativa Posit débil Negativa
40 Negativa Negativa Negativa
41 X Negativa Negativa Negativa
42 x Negativa Posit«débil Negativa
43 Negativa Negativa Negativa
44 Negativa Negativa Negativa
45 Negativa Dudosa Negativa

Hemos observado que muchas orinas (marcadas con x) a pesar de dar reac-
cién 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 misma comprendidas
entre 0,5 y 1 gramo por mile-

Muchas orines dieron reacciones positivas con el reactivo de Bor-
chardt, siendo por lo general orinas muy coloreadas.-

A continuacién, procedimos a aplicar las reacciones de Seliwanoff,
Borchardt y difenilamina a yarias muestras de orina con cantidades varia-

bles de glicidos, dosadas segin el método de Fehling cuantitativo.-
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Los resultados obtenidos se encuentran consignados en el CUADRO Nos 9

CUADRO No. 9

APLICACION DE LAS REACCIONES ESTUDIADAS A Ld
INVESTIGACION DE LEVULOSA EN ORINAS DIABETICAS

Muestra goncigtigciﬁn R E A CCI ON

No. AR ST Seliwanoff | Borchardt |Difenilamina
1 Vestigios Negativa Negativa Negativa

2 Vestigios Negativa Negativa Posit.debil
3 Vestigios Negativa Negativa Negativa

4 Vestigios Negativa Negativa Posit.débil
5 Vestigios 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
20 6,00 Negativa Negativa Negativa
11 6,25 Negativa Positiva Negativa
i2 10,00 Negativa Negativa Negativa
13 15,00 Negativa Positiva Negativa
14 20,00 Negativa Positiva Positiva
15 30,09 Negativa Positsdébi)] Negativa

16 31,00 Negativa Posit<débil] 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 Ias experiencias cuyos resultados se encuentran detallados en

el CUADRO Nos 9, pudimos observar varios detalles interesantes.-

Si bien es cierto que ajustfndonos a las prescripciones de la

reaccién de Seliwanoff con respecto a que es necesaria la formacisdn
de un precipitado para que se considere positiva, consideramos ccmo ne~
gativos los. resultados obtenidos con dicha reaccidén, varias de las

orinas produjeron dessrrollo de un color equivalente al obtenido con
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soluciones de levulosa de concentraciones comprendidas entre 0,5 y 1
gramo por litro; cosa que también ocurrfa con orinas que no contenfan
ningdn gldcido, ( CUADRO No. 8).-
Las muestras de orina correspondientes a los nﬁmeros 15,16,17,18,

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 méximas admisibles por esc reaccidn < E1 reac-
tivo de Borchardt dié también reaccién positiva con las orinas 6 y 13,
hecho que atribufmos a que dichas orinas se encontrsban fuertemente
coloreadas, cosa que, como habfamos comprobado en las experiencias
correspondientes al CUADRO No.8, resultaba un inconveniente, debido
a que en esos casos la reaccién de Borchardt daba resultados positivos
ain en ausencia de levulosa.-

Con respecto a la reaccién de la difenilamina, comprobemos que
las muestras de ndmeros 14,17 y 20 desarrollaron una coloracién seme-
jante a la obtenida con solucién de levulosa al 1 o/oo, hecho campati-
ble con lo observado por diversos autores respecto a que en las orinas
diabéticas la levulosa acompaiia frecuentemente a la glucosas-

Respecto de las orinas 2 y 4, surgié el fenémeno interesante de
que dichas orinas que normalmente se informaerfan como orinas con ves-
tigios de glucosa, desarrollaban color con el reactivo de difenilamina,
inclindndose por lo tanto a pensar que el hidrato de carbono presen-

te era levulosa.-
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Aplicacién de Ia reaccién de 1a difenilemina a la investigacién de
levulosa en diversas muestras de sangre.

Para efectuar el desproteinizado de las muestras de sangre, se-

guimos la técnica de Somogyi efectuando una dilucidn de la sangre de
1:10, debido & que efectuando la diXueién 1:5 empleada para las mues-
tras de orina no conseguimos obtener el volumen de filtrado necesario.~

Dades las pequefias cantidades de levulosa que aparecen en la san-
gre Iuego de la ingestién de la misma, observadas por los autores que
efectuaron curvas de tolerancia con dicho azdcar, y teniendo en cuenta
que de esas mismas concentraciones efectuamos una dilucidén al d&cimo
para efectuar la desproteinizacién, descartamos los métodos de Seliwa-
noff y Borchardt por no ser lo suficientemente sensibles.~

Respecto de la reaccién con difenilamina tal camo la efectuamos
para la investigacién de levulosa en orina, comprobamos que tampoco
posee la sensibilidad necesarias-

Habiendo observado que el lfmite de sensibilidad aumenta con el
tiempo de calentamiento y no existiendo el inconveniente mencionado
para su aplicacién a la orina referente a las cantidades apreciables
de . glucosa que suelen encontrarse presentes en la misma, concicera-~
mos la posibilidad de aumentar dicho tiempo de calentamiento.-

Teniendo en cuenta lo comprobado por varios autores respecto
que los valores normales alcanzados a los 30 minutos de la ingestidn
oacilen entre 10 y 25 miligramos per ciento, consideramos que era ne;
cesario y suficiente que nuestra reaccién fuera capaz de apreciar canti-
dades de levulosa del orden de 10 mg. por ciento.-

Esto resultaria factible aumentando el tiempo de calentamiento,
siempre que lo hiciéramos por debajo del tiempo necesario para que
centidades de glucosa del orden de 100 mg por ciento, presentes nor-

malmente en la sangre, desarrollen color.~
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Para determinar el tiempo de calentamiento que reuniera ambas condi-
ciones preparamos una solucion de levulosa conteniendo 10 mg. de di-
cho azucar por ciento y otra de glucosa conteniendo 100 mg de la mis-
ma por cien mililitros de solucién.-

Sobre ambas soluciones efectuamos la técnica de Somogyi a fin de
trabajar en condiciones similares a las que emplearfamos més tarde pa-
ra la aplicacién de la reaccion a la investigacidén de levulosa en
muestras de sangre.-

Efectuando la reaccién de la difenilamina paralelamente sobre
ambos filtrados y aumentando progresivamente el tiempo de calentamien-
to, pudimos observar que la solucién de levulosa desarrollaba color
luego de 4 minutos de calentamiento, mientras que la de glucosa recién
10 hacfa 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 mds visible:r,

Una vez fijades las nuevas condiciones para la investigacién de
levulosa en sangre por el método de la difenilamina, procedimos a
realizarla sobre varias muestras de sangre de pacientea en ayunaas

Los resultadoe obtenidos: se encuentran coneignados en el cuadro No.lO.
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CUADRO No. 10
APLICACION DE LA REACCION CON DIFENILAMINA
A LA INVESTIGACION DE LEVULCSA EN SANGRE DE PACIENTES EN AYUNAS

Muestra No. Resultado Muestra Nos Resultado
1 Negativo 11 Negative
2 Negativo 12 Negativn
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 la posibilidad de que los resultados negativos
obtenidos se debieran a poca sensibilidad del método, paralelamente 2
cada una de las determinaciones consignadas en el cuadro Nos 10, se
efectuaron otras tantas en las cuales en lugar de agregar 7T mls de agua
destilada para obtener el filtrado libre de protefnas, se agregaron 6
ml. de 2gua destiladz y 1 ml. de una solucidén conteniendo 10 mge de
levuloaz por ciento, agregando por consiguiente la cantidad de levulo-
ca necesaria para estar en las mismas condiciones en que se hubiera es-
tado si la sangre hubiera posefdo dicha concentracidén de levulosa.—

En_todos los casos la reaccidén dié resultado positivo.-

Aplicacidén de la reaccién de la difenilamina a muestras de sangre y

orina de personas a las cuales se administrd previamente levulosa.-

A fin de comprobar si los resultados obtenidos con muestras de san-
gre y orina agregadas de levulosa se reproducfan cuando la reaccidn de
la difenilamina se practisaba sobre dichos 1fquidos biolégicos pertene~

cientes a personas que hubleran ingerido levulosa, procedimos a efectuar
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las siguientes experiencias.~

La levulosa se administréd por medio de 250 ml. de t€ liviano con~
teniendo 100 gramos de miel de abejas.-

Se solicitd a diez personas cuyes sangres y orinas se habfan exa~-
minado previemente a fin de comprobar que no contenfan levulosa, gue
ingirieron las soluciones de miel antes mencionadas.-

A los 45 minutos de la ingestidn se extrajeron muestras de sangre
de dichas personas, solicitando a las mismas que recogieran la orina
eliminada durante las cuatro horas subsiguientes, remitiéndolas ense-
guida al laboratorio.-

Nueve de las diez muestras de sangre examinadas dieron reaccion
positiva con el reactivo de difenilaminas La muestra restante did una
reaccién 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 negatives. Las orinas que
dieron reaccién negativa no produjeron reduccién de los reactivos de
Fehling y Benedict.~

Posibilided de utilizar la reaccién de la difenilamina como reaccion

cuentitativa.-

Como apéndice al presente trabajo, efectuemos algunos ensayos pre-
vios de orientacién, con el fin de observar sus posibilidades como
reaccidn cuantitativa.-

Dado que dejando estar los tubos en los cuales se han obtenido
resultados positivoa con el reactivo de difenilemina, se observa que
el color aumenta lentamente con el tiempo, y previendo que en el caso
de preparer una serie de testigos efectuando la reeceién sobre muestres

con distintas concentraciones de le vulosa, estos cambiarf{an progresi-
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verente de color, consideramos la posibilidad de efectuar la reaccidn
sobre una solucién de levulosa al 5 o/00 pero calentando durante 20

minutos a fin de que se desarrollara el méximo de color posible, dilu-

yendo luego la solucién coloreada obtenida en forma tel de tener solu-
ciones con color de intensidad decreciente que mds tarde pudieran ser

calibrados por comparacién con los colores desarrollados por soluciones
con distinta concentracién de levulosas-

Al efectuar nuestras experiencias en este sentido pudimos compro-
bar que las coloraciones conseguidas por dilucién progresiva de la so-
lucion fuertemente coloreada obtenida como se explicéd mdss arriba, no
resultaban perfedtamente compéarables con las desarrolladas soluciones
de distintas concentraciones de levulosa.-

Intentamos luego aplicar la reaccién de la difenilamina a la for-
macidn de anillos que permitieren establecer una escala comparativa.

Habiendo tratado de formar anillos por superposicidn del reacti-
vo y de la solucién de levulosa cuidando de que no se mezclaran ambas
capas vimos que durante el calentamiento se producfa una difusién de
las mismas.-

Tratamos de evitar este inconveniente procediendo a mezclar por
partes iguales la solucién de levulosa con una de sulfato de magnesio,
a fin de hacerla md4s densa y conseguir una mejor separacidn 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 desconocidos EX escaso ndmero de ensgyos reali-

zados (diez) no nos autoriza a sentar conclusiones definitivas, pero

newinite plantear la posibilidad de efectuar en el futuro, un estudio
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CONCLUSIONES

1) Se han estudiado varias téenicas propuestas por diversos autores para

2)

3)

4)

la investigacién y valoracién de levulosa en soluciones acuosas asf
como en sangre y orina: Los ensayos efectuados demuestran que algu-
nas de ellas no son aplicables a la investigacién de dicho gldeido en
orina. S6lo hemos obtenido resultados aceptables con las reacciones
de Seliwanoff, Borchardt y la reaccién con difenilamina.-

Reaccién de Seliwanoff.- Los ensayos que hemoc efectuado revelan que,

si‘bien resulta dtil para investigar la presencia de levulosa en ori-
na, presenta el inconveniente de ser poco sensible pués solo acusa
resultados positivos cuando la concentracion de levulosa en orina es
superior a 3 gramos por litro. No hemos obtenido interferencias debi-
das a la presencia de glucosa, adn en cantidades de 100 gramos por li-
tro.-

Reaccién de Borchardt.- Hemos comprobado que la reaccién de Borchardt

es mds sensible que la anterior, pues revela lsa presencia de levulosa
en orina cuando &sta existe en cantidades mayores de 0,3 gramos por
litro. Los ensayos efectuados revelan qie s86lo resulta aplicable cuan-
do no existe glucosa en la mestra, o bien si ésta se encuentra pre-
sente en centidades mernores de 20 gremos por litro. Esta reaccidén
nresenta el inconveniente de que ciertas orinas muy coloreadas, que

no contienen aaicares reductores, dan reacciones positivas falsas.
Hemos observado también, que es necesario ajustar el pH de la solucién
entre 6 y 7 antes de efectuar la extraccién etérea, para lograr un
pasaje completo de la materia coloreada al éter.-

En las experiencias efectuadas a fin de agplicar las reacciones de Se-
liwanoff y Borchardt a la investigacidn de levulosa en sangre no he-
mos obtenido resultados satisfactorios, tal vez por encontrarse las
cantidades de levulosa presentes en la misma, por debajo del lfimite

de¢ s2nsibilidad de estas reacciones.~
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5) Reaccién con difenileminac- La3 %écﬁicﬁg:ééscriptas por los autores

que han trabajado con este reactivo no resulten aplicables a la in-
vestigacién de levulosa cuando ésta se encuentra acompafiada de can-
tidades apreciables de glucosa, pero el estudio de los factores que
influyen en esta reaccién, nos ha permitido determinar las condicio-
nes O6ptimas para que dicho reactivo pueda ser empleado en la investi-
gacién de levulosa adn en presencia de apreciables cantidades de glu-
cosa.~

_ La técnica seguida consisti6 en calentar a 100°C durante 1 mi-
nuto, 0,1 ml, de un filtrado libre de protefnas (obtenido tratando la
orina de acuerdo al método de desproteinizacién propuesto por Somogyi,
pero efectuando una dilucién de 1:5 en lugar de la dilueidn 1:10 acon-
sejade por el mismo), con 1 ml. de un reactivo constituido por 110
ml: de C1H concentrado p.s., 90 ml, de etanol de 96° y 2,4 gremos de
difenilamina p.a.

6) E1 1fmite de sensibilidad de la reaccién con difenilamina en tales
condiciones es de 0,1 gramo de levulosa por litro, pero puede ser
aumentado prolongando el tiempo de calentamientos Este tiempo de ca-
lentamiento ( y por lo tanto el lfmite de sensibilidad) no puede ser
aumentado indefinidamente pues estf€ limitado por la cantidad de glu-
cosa presente. Efectuando el calentamiento durante 1 minuto exactamen-
te, es posible investiger la presencia de levulosa en orina, atn en
presencia de 100 gramos de glucosa por litro.-

7) Esta reaccién resulta aplicable a la investigacién de levulosa en san-
gre (siempre que se encuentre en cantidades mayores de 10 miligramos
por ciento) efectuando el calentamiento durante 5 minutos en lugar de
1 minuto como se realiza para la investigacién de levulosa en orina.-

8, Este método presenta posibilidades para ser empleado como método cuan-

titativo para la valoracidén de levulosa en orina y sangre. El limite-
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do nfmero de ensayos efectuados con ese objeto, no nos permite ase-

gurar categéricamente tal posibilidad, pero los resultados obtenidos
en dichos. ensayos parecen ser dignos de justificar un estudio poste-
rior méds amplio en tal sentido.-

Como resultado de las experiencias que hemos realizado , se &con-
seja una técnica personal, empleando la reaccidn de la difenilamine,

para la investigacifén de levulosa en orina y sangre.-
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