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INTRODUCCION. 

Uno de los problemas de más difícil soluei6a -

que se plantean en un laboratorio clÍnieo, es el de la d~

terminaci6n cuantitativa de las bilirrubinas llamadas: 

"directa" e "indirecta", este heeho es de particular im -

portancia en los hospitales donde se atienden pacientes -

en el período neonatal. Por un lado la falta de ~étodos 

se~uros y accesibles y por otro la eantidad de suero nec~ 

saria en la determinae16n, complican el problema. 

Mi interés al realiza~ este trabajo fué el de -

aplicar el principio analítico de un proeecHmiento quí

mico muy ventajoso, que consiste en acelerar el acopla

miento de la bilirrubina indireete con el diazo-reactivo, 

por medio de la cafeina-benzoeto de sodio-acetato de so

dio, y analizarla fotom@trieamente en medio alcalino. 

Este principio rué descrito hAee varios año~, 

sin embargo a p~sar de lo ventajoso de sus característi

cas fotoquímicas, ( de las cuales hago consideraciones -

posteriormente, ) no bebía sido aplicado a la determina

ci6n en muestras capilares, que es la forma en que comun 

mente se toma el producto en la actualidad en los n1fios 

reehn naeidolll. 
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Me pareei6 conveniente describir las ca

racterísticas del método empleado aouí, en lo relativo -

al comportamiento espeetrofotométrieo, a la velocidad de 

desarrollo de color, a la influencia de la coneentraci6n 

de los reactivos, a la estabilidad del compuesto colori

do, la variaci6a experimental en los par&metros desvia

ción estandard, error estandard y coeficiente de varia

ción, en un rango de valores de 2.1 a 21.0 mg por 100 ml 

y finalmente establecer la dispersión de valores en po

blaei6n aparentemente sana de uno y otro sexo. 
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.GENERALIDA.DES. 

METABOLISMO D~ LA BILIRRUBINA. 

La formaci6n de ls bilirrubina y su elimina

ción del cuerpo como un producto de desecho del cataboli~ 

mo del "heme" requiere una serie de proce~os reetab6lieos 

y de transporte. 

kproximadamente el 85 ~ de la bilirrubina -

formada en el organismo humano se deriva de la destruc

ci6n dentro del sistema reticulo-endotelial de eritroci 

tos seniles. 

El resto de la bilirrubina ( 15 ~ ) provie

ne de heme-proteínas, síntesis directa de bilirrubina a 

partir de aaillos de porfirina y óegradaci6n intracor -

puscular de hemoglobina, durante la maduraci6n de los -

eritrocitos. (17). 

Los pasos involucrados en la form~c16n de ~ 

la b111rrub1na se encufl!ntran •sauematizados en las figy 

ras que aparecen en seguida. 

El primer paso er la formaci6n de la bili

rrubina a partir de la hPmoglobin~ es la escisi6n de su 

mol~cula por remoción del puente ,,,..(_ meteno del anillo 

de protoporf1r1na unido a la globina, dando lugar a un 

compuesto llamado: VERDO-HEMOGLOBINA 6 FERRO-BILI-VhRDIN 

-GLOBINA. 
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VERDO-HF.MOGLOBINA. 
, 
o 

FERRO-BILI-VERDIN-GLOBINA. 

FIGURA I. 
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El siguiente paso es la remoción del fierro 

y de la globina para formar la EILIVE RD INA y ce ésta la re

ducción del grupo ~ meteno a grupo metileno constituyén

dose la BILI 'füUBINA. 

1 
'¡"H"?.. 
c. Ht 
1 
cooH 

f ºº" 
Cl·h. 

1 
C.H'?. 
• 

BILIVEJ:{DINA. 

c.oo\-t 
1 

~li;_ 

c.'"' '"l.. , ____ ~e.. V 

A la cadenR de cuatro núcl eos plrrÓlicos 

así constitu:!da se le llama "b111rrub1na indirecta", ya -

nue· no reacciona en medio acuoso con el diazo-reactivo, -

tambien se le llama "proteinato de bilirrubina". Esta b111 

rrubina es transportada en el plasma unida a las albúminas 



principalmente y es tomada por las células del parénquima 

hepático por medio de aceptares específicos. 

La afinidad del hígado oor la bil irrubina 

transportada en estas condiciones es muy grande , se ha po

dido determinar en ratas, que el 6 ~ ~ de una 1nyecc16n in

travenosa de bilirrubina radiactiva desaparece en menos de 

5 minutos. (17). 

El mecanismo de esta r'pida transferencia 

no está dilucidado , sin embargo se sabe que está encomen

dado a dos proteínas que actuan como aceptores y que se -

les ha designado con las letras Y y z, las cuales después 

de separar a la bilirrubina de la albúmina, permiten su -

entrada a la célula hep~tica. Este sistema parece ser tam 

bien importante en la introducci6n de ciertas drogas y e~ 

teroides en l a misma célula. (16). 

La conjugación toma lugar a través de la 

utilización del ácido glucur6nico en un sistema enzimáti

co realizado por la enzima conocida comunmente como glu -

curonil-transglucuronilasa, la cual cataliza la transfe -

rencia del ácido glucurónieo a varios recep to res aminos, 

carboxíl icos y fenólicos. La bilirrubina forma un ~ster -

glucur6nico-carboxílico y su síntesi s se efectúa en una -

de las vías del metabolismo de la glucosa. 
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ATP ~~GLUCOSA 

Hexocinasa 

ADP ~'--._) Glucosa 6 fosfato. 

1 
Fosfoglucomutasa . 

.J, 
Glucosa 1 fosfato 

...,,:¡ 

~~UTP~. 

~~pp \ DPN~ ~ Uridín di fosfato 
\/ de Glucosa 

ADP 

UPDG Deshidrogenasa 

DPNH~ ~ Uridín di fosfato Bilirrubina. 
Acido glucorónico ~/ 

Glucoronil-tr a nferas a . 

Glucorónido de Bil irrubina ~~UDP ATP 



El glucurónido de bi11 r ru bi nP. eme fes un com

puesto soluble eP agua e s transp ortarlo a t r~ vé s de la cé

lula hasta ~l aparato de Golgi y los ca naliculos bilia res, 

en donde es activamen t e excre t ado por un pr oceso en el -

cual la mwmbrana plasmÁtica parece ejercer un papel impOL 

tante, en virtud de que su superficie es gr andemente incr~ 

mentada por la formación de microvellos idade s y por la 

presencia de fosfat a sa s que e st an relacionada s con el 

transporte activo de i ones en otras células . (17). 

La bilirrubina conjugada pa sa a for~ar p~rte 

de los componentes de la bilis, que e s alma cenada y c on -

centrada en la vesícula biliar. La eliminación de esta 

mezcla de compuesto s 3 e efectúa por contracc i6n de la ve

sícula biliar gobwrnada por la enzima colecistoquimina 

pancreozimina (2). La bilis del hígado e s mucho mÁs dilui 

da que la de la vesícula biliar y el contenido de sales 

biliares parece tener una gran importanc i a para mantener 

la solubilidad de esta última y evitar la forrnaci6n de -

c,lculos biliares, ya que se ha sugerido qu e la p~rdida 

de sales biliares aumenta el riesgo en el establecimiento 

de dicho proceso patológico (3). 

La bilirrubina al ser conjugada se convie~ 

t .e eD un compuesto insoluble en solventes de lÍpidos 
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y est e hecho previene el regreso a la circulación a través 

de la mucosa del intestino delgado. L~s bacterias la redu

cen en el colon transformáneola en e s tercobilinógeno, del 

cual un porcentaje pequeño es absorbido y excretado en la 

orinF como urobilinógeno. 

Una falla parcial o total en cualquier • 

punto de toda la secuencia descrita anteriormente puede 

dar como resultado la aparición de ictericia. 
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CUANTIFICACION DE BILIRRUBINA. 

Para la determinac16n de bilirrubinas los 

métodos m~s usados se han basado en los descubrimientos -

de Erlich ( 1883 ), él deseribi6 el acoplamiento de la bi 

lirrubina con el 'cido sulfanílico diazoado para for11ar -

un pigmento rojo en soluciones neutras y un pigmento azul 

en soluciones fuertemente icidas ó alcalinas. VAN DEN 

BERGH Y SNAPPER (30) usaron este eolor para mediciones -

cuantitativas en suero. 

Más tarde VAN DEN BERGH Y MULLER (31) de~ 

cubrieron el efeeto "acelerador'' del alcohol en la reac

ci6n de acoplamiento. 

ADLER Y STRAUS (1) encontraron acelera -

ci6n con care!na-benzoato de sodio. JENDRASSIK Y GROF 

(15) combinaron cafe!na-benzoato de sodio con acetato de 

sodio diazoado con 'cido sulfanílico al 0.5 ~ (P/V) y 

formaron la azobilirrubina alcalina a pH de 13.4 WITH 

(32) FOG (12) NOSSLIN (21) Y MICHAELSSON (20) hicieron -

estudios detallados con resultados favorables para este 

método. SCHELLONG Y 'WENDE (26) Y SCHELLONG (27) repor -

taron favorablemente una micromodifieaci6n para usos pe

di,tricos. 

OVERBEEK, VINK Y DEENSTRA en 1955 (22) de-
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mostraron que en un sistema de solventes org~nicos la rea~ 

ei6n de acoplamiento se efectúa en dos fases, y que la pr1 

mera rescci6n se produce a una considerable mayor veloci -

dad que la segunda. 

La reacci6n entre la bilirrubina y el ' ci 

do diazobencen p-sulf6nieo ha sido postulada de acuerdo -

con lo expresado en la FIGURA 3. 



{Posteriormente BILLING Y LA'IHE en 1958, la modificaron). 

Las flechas marcan las dos fases de la reacc16n. 

Me= Metil. 

V= Vinil. 

R : H en bilirrubina no conjugada. 

R = glucuronyl, en bilirrubina d1glucur6nico. 

Los dos is6meros azopigmentados tienen 

idénticos espectros de absorci6n (22) y ellos comunment• -

se refieren a azobilirrubina. 

Las curvas de absorci6n a diferente pH 

haB sido estudiadas sistemáticamente por P'OG. 

·Bl diglucur6nido de bil1rrubina es fá

cilmente soluble en agua e insoluble en cloroformo. Des -

pu's de la separaci6n cromatográfica es muy inestable y ri 

pidamente se oxida a biliverdina. Tratando con álcali la -

uni6a éster rápidamente se hidroliza formando bilirrubina 

no conju1ada y ácido glucur6n1co. 

No obstante no ha sido posible aislar 

o sintetizar cada uno de los pigmentos conjugados en su -

forma pura. 

La primera contribuci6n de importancia 

fu' hecha por COLE Y LATHE en 1953, (8) cuando separaron -

por cromatografía los pigmentos de las reacciones directa 

e indirecta del suero. 
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Al mismo tiempo COLE, IATHE Y BILLING en 1954 

(9) demostraron que el pigmento de la reaeei6n directa e~ 

tá formado por dos compuestos llamados provisionalmente: 

Pigmen~o I y Pigmento II. M's tarde ellos encontraron que 

estos pigmentos eran conjugados de bilirrubina y ácido ~ 

glucur6nieo. BILLING Y IATHE ( 5) ·~ BILLING, COLE Y IATHE 

(6). 

La presencia del '•ido glueur6nico en el pig

mento de la reacei6a directa fué demostrado simultáneamen 

te por SCHMID (28) Y T.A.LAFA.NT en 1956 (29). 

Bn 1916 HIJMANS VJ..N DEN BERGH Y MULLER (31) 

describieron las diazo-reaceiones de bilirrubinas directa 

e indirecta en suero. 

Bllos encontraron la bilirrubina indirecta -

en sueros de pacientes con ictericia hemolítica. Bsta bi

lirrubina di6 reacci6n únicamente después de la adici6n -

del etanol. La bilirrubina directa se encontr6 en sueros 

de pacientes con ictericia obstructiva y en estos sueros 

pudo verificarse la reacei6n sin agregar etilnol. La e:rpl.1 

cación para este 
I 

diferente comportamiento de las bilirru-

binas en suero ha sido dado ahora por los trabajos de ---

COLE Y LATHE (8), COLE, LA.IHE Y BILLING (9), BILLING Y -

IATHE (5), SCHMID (28) y TALAFAN'!' (29). 
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La bilirrubina conjugad~ con ácido glucur6nico 

tiene la propiedad de reaccionar directamente con ~cido di~

zobencen p-sulfónico mientras que la bilirrubina no c-:>r..juga

da necesita lR. R.dición de un ''acelerador" antes de acoplarse 

La propiedad de ciertas substancias para acele

rar la reacci6n ha sido claramente explicada. Ello se atriby , 
ye a una acci6n :;olubilizante" sobre la bilirrubina no con-

jugada, al pH de la reacci6n es insoluble en agua . Otra ex

plicación es que el diazo-acoplamiento de la bilirrubina no 

conjugada es posible únicamente cuando alguno de los substi

tuyentes es movido de una posici6n de acoplamiento de l a bi

lirrubina (25). El efecto de las substancias aceleradoras d,t 

be entonces de facilitar esta substituci6n. 

Se conocen gran número de substancias acelera

dores y han sido usadas en los diversos métodos y modifica

ciones de éstos, para la determinación de bilirrubinas en -

suero.Los aceleradores más comunmente usados son: metano!, 

etanol, cafeína-benzoato de sodio, benzoato de sodio, acet~ 

to de sodio y urea. 



MATERIAL Y METODOS. 

El trabajo fué realizado en el Hospital de Pediatría 

del Centro Médico Nacional del I.M.s.s. y se dividi6 en tres 

partes: 

a).- Análisis de las características del método em 

pleado. 

b).- Influencia de diferentes factores. 

e).- Investigaci6n de la dispersión de valores en 

población aparentemente sana. 

a).- El método empleado se basa en el descrito por 

JENDTu\SSIK Y GROF (15) el cual ha sido m?d1ficC1.do para hacer 

un micrométodo, adaptando el principio general a la determi

naci6n de la bilirrubina total y de la determinaci6n de bili 

rrubina directa, con el objeto de obtener al final, el mismo 

compuesto colorido en B. directa y en B. total, lo cu.!il no h~ 

biamos visto descrito previamente. 

La B. indirecta se 0btiene por diferencia. 

FUNDAMENTO DEL METODO. 

Bilirrubina total. 

El suero o plasma es agregado él una solución que ~s 

una mezcla de acetato de sodio y cafeína benzoato de sodio. 

El amortiguador de acetato de sodio controla el pH 

de la reacción diazoica, mientras que la cafeína benzoato .., 

d€ sodio acelera la unión de la bilirrubina con el diazoieo 

del ~cido sulfanílico. 
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Se agrega una soluci6n fuertemente alcalina para 

convertir el rojo de la azobilirrubina en azul, ya que esta 

1nversi6n de color aumenta la especificidad en cuanto a su 

comportamiento óptico. A 600 nm. los pigmentos amarillos -

no bilirrub!nicos y otros rojos y pardos no muestran acti

vidad 6ptica importante. El color aparece verde finalmente 

porq•e la azobilirrubina alcalina de color azul se mezcla 

con pigmentos amarillos derivados de una reacción entre ca 

fe!na y diazo-reactivo. 

Bilirrubina directa. 

La bilirrubina directa se acopla al diazo-reac

tivo en medio 'oido, ( : pH 1.5' ), y una vez terminado fl --

tiempo de reacci6n, se adiciona ~cido asc6rbico, reactivo 

de cafeína,- reactivo alcalino y se mide fotométricamente. 

El ácido ase6rbieo actúa como inhibidor del acQ 

plamiento entre diazo-reactivo y bilirrubina aún en presen 

eia de aceleradores. 

MATERIAL BIOLOGICO.- Suero. 

El material biológico utilizado se obtuvo de --

319 niños en edades comprendidas de 1 mes a 16 años, y en 

condiciones lo más cercanas a las basales. 

El suero se separó por centrifug3ción dentro -

de los 30 minutos después de ~aber obtenido la muestra de 

sangre. 
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1'.iAT~H.IAL DE. VIDHll~RIA Y LQUIPO. 

Pipeteadores Oxford modelo R y model~ S-A. 

Micropip•tas tipo K M P de 0.025 ml. 

Pipetas serol6gicas d• 0.1 ml. 

Pipetas serológicas de 0.2 ml. 

Pipetas serol6gicas d• 2.0 ml. 

Pipetas volumftricas de 1.0 ml. 

Pipetas volumétricas de 3.0 ml. 

Matraces aforados de 500 ml. y de 1000 ml. 

c.,n t1·ifuga. 

Celdillas de l cm. de paso de luz. 

Celdillas de sílica cuadradas de 1 cm . de paso de luz. 

~bsorci6metro L. K. B. 7400. 

Bspectrofotómetro P. M. Q. Il de Carl-Zeiss. 

Pipetas Pasteur. 

Tubos de ensaye. 
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REACTIVOS. 

l.- Mezcla de cafeina-benzoato de sodio, acetato de sodio para 

B. total. 

2.- Mezcla de cafeína-benzoato de sodio, acetato de sodio para 

B. directa. 

3.- Mezela alcalina. 

4. - Diazo A. 

5.- Nitrito de sodio al 20 ~ (P/V). 

6.- Diazo-reactivo. 

7.- Acido ase6rb1eo al 5 •· 
8.- Aoido elorh{drieo 0.05 N. 

PREPAR~CION DE REACTIVOS. 

l.- MEZCLA DE CAFEINA PARA B. TOTAL. 

50g. de cafeína alcaloide purificada 

75 g. de benzoato de sodio 

C 1sH, 0 Ny 0 2 

e, H s coa Na u.s.P. 

125 g. de acetato de sodio granular CH~ COO Na 3 H:zO 

Disolverlos en agua destilada a 50•- 60º C 

enfriar y aforar a 1 lt. Este reactivo guardado en frascos de 

vidrio 6 polietileno es estable por más de 6 meses a la temp~ 

ratura ambiente. 

2.- MEZCLA DE CAFEINA PARA B. DIRECTA. 

100 g. de cafeína alcaloide purificada 

150 g. de benzoato de sodio 

2~0 g. de acetato de sodio granular 

18 
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Disolverlos en agua destilada a 50º- 6oºc,
enfriar y aforar a 1 lt. Este reactivo es igual de estable 

que ~1 anterior y se conserva en las mismas condiciones. 

3.- MEZCLA. ALCALINA. 

100 g. de N/:1 OH. 

350 g. de tartrato de sodio y potasio 

Disolverlos en agua destilada y aforar a -

1 lt. Esta solución es estable y puede durar más de 6 meses 

a la temperatura ambiente, guardada en frasco s de vidrio 6 pQ 

11et1leno. 

4.- DIAZO A. 

' g. de ácido sulfan!lico. 

60 ml. de H Cl. 

Se disuelven 5 g. de 6cido sulfan!lieo en -

60 ml. de H Cl eone. Se mezclan y se diluyen a 1 lt. con agua 

destilada. 

~. - NITRITO DE SODIO. 

Disolver 20 g. de nitrito de sodio en agua 

destilada y diluir a 100 ml. Esta soluci6n deberá guardarse -

en frascos de color ámbar y en el refrigerador. La soluci6n 

de nitrito de sodio puede guardarse indefinidamente, pero es 

preferible descartarla si se vuelve ligeramente amarilla. 

DIAZO B. 

Diluir el nitrito de sodio al 20 ~' 1:10 -

para usarse. Este r eac tivo debe prepararse diariamente. 
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6.- DIAZO-REA.CTIVO. 

Mezclar 5 ml. de Diazo A más 0.15 ml. de 

Diazo B. Este reactivo es estable solamente 30 minutos. 

7.- ACIDO ASCORBICO al 5 ~. 

Disolver 5 g. de ácido a se6rb1co en 100 -

ml. de Rgua destilada. Este r eactivo debe guardarse en el re

frigerador, es estable por 3 meses como ~!nimo. 

8.- ACIDO CLORHIDRICO 0.05 N 

4.3 ml. de ácido clorhídrico concentrado y 

aforar a 1 lt. con agua destilada. 
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PROCEDIMIENTO. 

En tres celdillas marcadas: 

l E.directa. 2 E.total. 3 Blanco. 

(Para cada determinaci6n.) 

·l.- Se utiliz6 un pipeteador Oxford modelo R para medir en 

las celdillas 2 y 3, 0.6 ml. de la mezcla del reactivo pa

ra la cuantificación de B.total. En la celdilla 1 se midi~ 

ron 0.3 ml. de H Cl 0.05 N. 

2.- Se agreg6 a cada una de las celdillas 0.025 ml. de su~ 

ro en estudio, procurando la mA.yor exactitud posible. 

3.- A la celdilla 3 se agregaron 0.05 ml. de ácido ascór -

bieo al ~ ~ y en seguida, 

4.- Se agreg6 a cada una de las tres celdillas 0.2 ml. de 

diazo-reactivo y se agit6 perfectamente para mezelar los 

reactivos. 

Se dejaron 10 minutos a la temperatura am

biente la celdilla 1 y 30 minutos la celdilla 2. 

5.- Se agregaron 0.05 ml. de ácido ase6rb1co a las celci

llas 1 y 2. 

6.- Se agregó en la celdilla 1, 0.3 ml. de la mezcla ca -

fe{na-benzoato de sodio para B. directa y se agitó muy bien. 
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?.- A cada una de las tres celdillas se agregaron 0.25 ml. 

de la mezcla alcalina, agitando muy bien y se dejaron en 

reposo 30 minutos, al cabo de los cuales se hicieron las 

lecturas a 600 nm. de longitud de onda. 

Las lecturas obtenidas en D.O. se con

virtieron a mg/~ en las tablas de calibraci6n. 

Se corri6 un patr6n de eoncentrac16n -

conocida diariamente. 
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Tubo No. 

Ac. Clorhídrico 0.05 N 

Cafeína (Total). 

Suero. 

Acido ase6rbieo 5 ~ 

Diazo-reactivo. 

B. directa. 

l 

0.3 ml. 

0.025 ml. 

0.2 ml. 

B. total. 

2 

o.6 ml. 

o. 025 ml. 

0.2 ml. 

Agitar suavemente para mezclar los reactivos. 

Blaneo. 

3 

o.6 ml. 

0.025 ml. 

0.05 ml. 

0.2 ml. 

1.- Se deja 10 minutos a la temperatura ambiente el 

tubo de bilirrubina directa. 

2.- Se deja 30 minutos a la temperatura ambiente el 

tubo de bilirrubina total. 

Acido ase6rbico 5 ~ 

Cafeína (Directa). 

Mezcla alcalina. 

0.05 ml. 

0.3 ml. 

0.25 ml. 

0.05 ml. 

0.25 ml. 

Mezclar perfectamente los reactivos. 

o. 25 ml. 

Se dejan en reposo 30 minutos y se leen contra el -

Blanco a 600 run. de longitud de onda. 
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CURVA DE CALIBP~CION. 

La curva de calibraci6n se hizo con una soluei6n 

patr6n de bilirrubina, (Versatol Pedi~trico de 21.0 mg~), 

haciendo las diluciones del Versatol con albúmina preparada -

al 6 ~. 

No. ' Tubo. ml. Versatol. ml. Albúmina 6~. Conc. Jtg/~ . 

1 0.1 0.9 2.1 

2 0.2 0.,8 4.2 

3 0.3 0.7 6.3 

4 o.4 o.6 8.4 
i:::' 0.5 ºº 5 10.5 .1 

6 o .. 6 o.4 12.6 

7 0.7 0.3 14.7 

8 o.a 0.2 16.8 

9 0.9 Ogl 18.9 

10 1.0 o 21.0 

De ca.da una de las diluciones anteriores se -

tomaron 0.025 ml. para la E.total y se efectuaron las re¡:ie -

eiones como las indica la microtécn1ca.- El Blanco lleva 

0.025 ml. de albúmina al 6 ~. 

Los valores obtenidos se grafiearon colocando 

en la abcisa la concentración en mg/~ de b111rrubina y en la -

ordenada la densidad 6pt1ca ( D.o. ) 
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RESULTADOS. 

a.- ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS DEL METODO. 

1).- Espectro de absorci6n. 

Se estudi6 el espectro de absorci6n del com

puesto colorido con el objeto de determinar el comporta

miento óptico del mismo y establecer la longitud de onda 

en la cual se obtiene la máxima sensibilidad. 

Se util1z6 una soluci6n valorada de bilirru

bina de 20.0 mg. por 100 ml. y simultáneamente se ley6 el 

espectro de absorci6n del blanco de reactivos. Ambos com

puestos: la azobilirrubina alcalina y el blanco de reac

tivos fueron leídos contra agua destilada. 

Se puede ver que la absorción es paralela -

en la porci6n cercana del espectro visible, pero a partir 

de 480 - 500 nm. se separan, produciéndose la máxima ab

sorci6n para el problema a 600 nm., longitud de onda en -

la cual el blanco absorbe muy poca luz. 





2.- CU11VA DE CALIBRACION. 

Se puede observa r que dentro del rango experi

mental, que rué de 2.1 R 21.0 mg/~, la densidad 6pt1ca -

es directRmente proporcional a la concent r ación, por l o 

que se obtiene una línea recta que une todos los puntos 

de la cal1brae16n. Se obtuvo el fac t or de la pendiente -

de la línea que resultó del estudio y el cual es de : 

F = 0.039 mg/0.001 o.o. 
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3.- ~LISIS ESTADISTICO DE LA CURVA DE CA.LIBRACION. 

En la tabla No. I se encuentran consig~ 

nados los valores paramétricos de la repetición de las 

curvas de calibración, cambiando diari~~ente la s solu

ciones patrón y los reactivos. 

~e estableci6 la desviación estanaara,

el error estandard y el coeficientE de variAciÓn y se -

consideró como límite de permisibilidad la dispersión -

de .± 2 desviaciones estanaard, t~mando en cuenta que 

ft-nómenos sujetos al Rzar quecan comprendidos el 95 ~ 

de los casos en± 2 desviaciones estandard (4). 

Se puece VEr que entre 4 y 21.0 mg los 

coeficientes de variación son muy se~ejantes y además -

muy bajos ya que se encl:entran por debajo de 5 ~. 
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Con Desviaoi6n 
centra- estaadard. 
oi6n. 
ag/~. No. 

2.1 32 0.17 mg/~ 

4.2 32 0.21 n 

6.3 32 0 .. 25 n 

8.l+ 32 0.29 n 

10.5 32 0.33 " 
12.6 32 0.35 n 

14.7 32 o.47 n 

16.8 32 0.60 11 

:18.9 32 0.69 11 

j21.o 32 0.71 " 
' 

TABU No. I 

Error Coefioien-
estandard. te de Va

rhci6n. 

0.03 11g/~ 8.2 ~ 

o.o4 n 5. o 11 

o.04 11 3.9 n 

0.05 11 3.4 n 

o.06 " 3.2 " 
o.06 11 2.8 11 

o.oa 11 3.3 11 

0.10 11 3.6 " 
0.14 " 4.2 11 

0.12 11 3.4 11 

Ko.- Número de determinaciones. 

28 

Límite de 
perm1s1 bili
dad ± 2 c-i 
•standard. 

0.34 mg~ 

o.42 11 

0.50 11 

º· 58 
11 

o.66 " 
0.70 11 

0.94 11 

1.2 " 
1.38 11 

1.42 " 



b).- INFLUENCIA DE DIFERENTES FACTORES SOBRE EL ME70DO. 

1.- Especificidad de la reacción. 

Con el objeto de estudiar la especifi

cidad de la absore15n del complejo foraado en el presen 

te m'todo, se compar6 el espectro obtenido en el siste

ma coloreado con euRtro sistemas de trabajo en los cua

les se hieieron combinaciones de reactivos sin suero 6 

bien la reacci6n de @ste y el diazo-reactivo había sido 

previamente inhibida. 

Utilizamos un patrón de bilirrubina de 

20.0 mg/100 ml. 
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SISTEMA l. 

Cafeína ------------------------------ 0.6 ml. 

Sol. patr6n -------------------------- 0.025 ml. 

Diazo-react1vo ----------------------- 0.2 ml. 

Dejar reposar 20 minutos. 

Ac. asc6rb1co ------------------------ 0.05 ml. 

Mezcla alcalina ---------------------- 0.25 ml. 

Reposar 5 minutos y leer. 

Blanco.- Agua destilada. 

SISTEMA II. 

Cafeína ------------------------------ 0.6 ml. 

Ac. aseÓrbico ------------------------ o.05 ml. 

Sol. patr6n -------------------------- 0.025 ml. 

Diazo-react1vo ----------------------- 0.2 ml. 

Dejar reposar 20 minutos. 

Mezcla alcalina ---------------------- 0.2~ ml. 

Reposar 5 minutos y leer. 

Blanco.- Agua destilada. 
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SISTEMA. III. 

Cafeína --------------------------------- 0.6 ml. 

Agua ------------------------------------ 0.025 ml. 

Diazo-reactivo -------------------------- 0.2 ml. 

Dejar reposar 20 minutos. 

Acido asc6rbico o.o? ml. 

Mezcla alcalina ------------------------- 0.25 ml. 

Reposar 5 minutos y leer. 

Blanco.- ~gua destilada. 

SISTEMA IV. 

Cafeína --------------------------------- 0.6 ml. 

Acido asc6rb1co ------------------------- 0.05 ml. 

Agua ------------------------------------ 0.025 ml. 

Diazó-reactivo -------------------------- 0.2 ml• 

Dejar reposar 20 roinutos. 

Mezcl~ alcalina ------------------------- 0.25 ml. 

Reposar 5 minutos y leer. 

Blanco.- Agua destilada. 
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SISTEMA V. 

Cafeína ----------------------------------- 0.6 ml. 

Sol. patrón ------------------------------- 0.025 ml. 

Acido sulfan!lico ------------------------- 0.2 ml. 

Dejar reposar 20 minutos. 

Acido asc6rbico --------------------------- 0.05 ml. 

Mezcla alcalina --------------------------- 0.25 ml. 

Reposar 5 minutos y leer. 

Blanco.- Agua destilada. 

Los resultados obtenidos en un espectro

fot6metro P.M.~. II de Carl-Zeiss y un absorc16metro 

L.K.B. 7400 se presentan en la gráfica No. ). 
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El estudio se realiz6 en 20 sueros 

problema. Se tom6 particular interés en conocer la diferen

cia de absorci6n cuando se adicionaba ácido sulfan!lico so

lo 6 diazo-reactivo en un sistema en que estaba inhibida la 

formae16n de azobilirrubina por la adici6n del á•ido ase6r

b1eo ( Yer sistemas II y V ). La absorci6n rué ligeramente 

más elevada en los problemas •on diazo-reaetivo que en los 

que eontenian ácido sultanílieo solamente. Sin embargo la -

magnitud de las diferencias es insignificante a concentra -

clones muy elevadas ya que tu' de 0.15 Nosotros nos incli

namos por usar el diazo-reaetivo en el blaneo, sobre todo ~ 

en problemas de pequefia eoneentrae16n para eliminar comple

tamente la influencia del eompuesto amarillo fol'lllado por la 

•ezela de cafe!na -diazo-reaetivo. 

Como eonseeueneia de las observaeio -

nes anteriores se estud16 la importancia que tiene el suero 

coao compuesto absorbente a 600 nm. para ver si era posible 

utilizar un blanco de agua destilada,eliminando el suero 

problema y disminuyendo con ésto la cantidad de suero neee

sario en la reacei6n, para lo eual se utilizaron los siste

mas II y IV. 

Se estudiaron 100 sueros problema con 

bilirrubina total que fluctuaba de o.4 a 5.0 mg. Se observ6 

que la absorc16n de los blancos que contenían suero 
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era más elevada que la de los que contenían agua solamente 

y que la diferencia en D.O. vari6 de 0.15 a o.45 mg. por -

lo que no es posible prescindir del suero en los blanoos a 

menos que la concentraci6n de bilirrubinas sea muy elevada 

y que se haga una correcc16n de esta magnitud. Sin embargo 

creemos que @sto solo deberi realizarse cuando no se tenga 

suficiente suero. 



Pudimos observar que a menos de 500 nm. todos 

los sistemas muestran una gran absorci6n siendo menor para 

el sistema I ( GRAFICA No. 3 ). 

El sistema III en el eual se mezclan cafe!na y 

diazo-reactivo sin bilirrubina exhibe una extraordinaria -

absorci6n a menos de 460 nm. la cual disminuye rápidamente 

y es prácticamente insignifieante a 600 nm. 

Entre 500 y 600 nm. todos los sistemas del II 

al V exhiben un descenso progresivo en la absorci6n, no -

así el sistema I que va incrementándose hasta llegar a su 

máximo que es de 600 nm. 

Como podemos ver la especificidad de la abso~ 

ci6n de la azobilirrubina alcalina no deja lugar a dudas 

eon relaci6n a la absorci6n que puedan tener los reacti -

vos 6 el suero problema. 

Cuando se adiciona diazo-reactivo a una mez -

cla en donde no se puede desarrollar la formaci6n de azo

bilirrubina como es en los sistemas II y IV se forma un -

compuesto amarillo, mucho mayor que el que se observa en 

el sistema V que contiene ácido sulfanílico en lugar de -

diazo-reaetivo. 





~.- TIEMPO DE DESARROLLO DE COLOR P~ LA BILIRRUBINA. 

DIRECTA. 

Para conocer el tiempo 6ptimo de desarrollo 

de color para la bilirrubina directa o conjugada, se proce

di~ a efectuar mediciones a dif•rentes tiempos, utilizando 

varios sueros con bilirrubina direeta elevada, obtenidos de 

pacientes con ictericia obstruetiva de diferente Índole --

( hepatitis, oolestasis, atresia de las vías biliares ). Pr~ 

viamente estos sueros habían sido tratados con cloroformo -

con el fin de extraerles la bilirrubine indirecta que es s2 

luble en dieho compuesto. 

A continuaci•n tenemos una curva tipo de lai 

obtenidas las cuales mostraron la misma tendencia, eon pe

que~as variaciones que no afectaron los resultados finales. 
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Como se ve en la figura anterior, el tiempo 

total de la reacci6n se ef ect~a entre los 5 y 8 minutos y 

después permanece estable hasta los 30 minutos. POr esta 

raz6n se eligió el tiempo de 10 minutos. Desde luego no 

aceptamos el tiempo de 1 minuto propuesto por algunos au

tores,por considerarlo absolutamente insuficiente. 
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3.- TIEMPO DE DESARROLLO DE COLOR PARA LA BILIRRUBINA. 

INDIRECTA. 

Con el objeto de oonocer el tiempo 6ptimo de 

desarrollo de color para la bilirrubina indirecta, se proeA 

di6 a efectuar medieiones a diferentes tiempos, para lo cual 

se utilizaron varios sueros oon bilirrubina indireota eleva

da, proeedentes de paeientes eon ictericia hemol1t1ea por --

1soinmunizaei6n y sueros patrones de procedencia comercial. 

A todos los sueros se les extrajo la bilir~ 

bina indireeta en eloroforme, el eual se evaporó y la bili

rrubina se red1solvi6 en Na OH 0.02 N y albÚmina al 6 ~' -

utilizando uaa variante del método deserito por ---------

MICHAEIBSON (20). 

A eont1nuaei6n se presenta una eurva tipo de 

las obtenidas, todas las cuales mostraron la misma tenden

cia, con pequeñas variaciones que no afectaron los resulta

dos finales. 
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En la figura anterior podemos observar que el 

tiempo totai de la reacción se efectúa entre los 15 y 20 

minutos y después permanece estable hasta los 60 minutos. 

Para dejar un margen de tiempo rnuy tolerante -

se eligi6 como limite para detener la reacci6n el de ~O -

minutos. 
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4.- ACOPLAMIENTO ESPONTANEO DE LA BILIRRUBINA INDIRECTA 

CON EL D!ILZO-~CTIVO. 

Se ha descrito que la bilirrubina indirecta 

se acopla en fol'lla espontánea con el diazo-reactivo sin 

la presencia de un acelerador, sin embargo em pH bajo eA 

te acoplamiento es insignificante (14). 

Para conocer la influencia de este hecho en 

la cuantificación de la bilirrubina directa en este mét2 

do, utilizamos una soluci6n patr6n de bilirrubina indi -

reeta, obtenida como lo indicamos anteriormente en el 

1neiso eorrespondiente ª' ( Tiempo de desarrollo de oo -

lor para bilirrubina indirecta), cuyo valor fué de 13.0 

mg por 100 ml. o sea de una eoneentrac16n elevada. Se in 

cubcS la bilirrubina indirecta en las condiciones en que 

se determina la directa y se leyó la absore16n a diferen 

tes tiempos. 
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Concentrac16n Porcentaje de 
Tiempo. Densidad Óptica. mg/~. la eoncentración. 

1 minuto. 0.002 0.076 o.6 ~ 

3 minutos. 0.003 o.u o.a " 

5 " 0.0035 0.13 1.0 " 

10 11 0.006 0.22 1.7 11 

15 ti 0.0065 0.21+ 1.85" 

20 " 0.008 0.3 2.3 " 

25 " 0.0085 0.32 2. l+ " 

30 " 0.013 º· 5 
3.8 ,, 

1+5 11 0.020 0.7 5.l+ 11 

Como ee puede ver por los resultados obtenidos,

ª los 10 minutos ( que es el tiempo utilizado en la r eacción de 

bilirrubina directa ), solamente se acopla espontáneamente al -

diazo-reactivo el 1.7 ~ de la bilirrubina indirecta contenida -

en la muestra. Esto nos indica que a pesar de la alta eoncentl'i, 

ci6n de este compuesto en los sueros analizados, m~s del 98 • 

permanece inalterable por lo que no es posible la contaminación 

de resultados entre bilirrubinas, cuando menos con una magnitud 

que pueda afectar la decisi6n clínica en relación a un paciente, 

ya que se necesita• 1+5 minutos de incubación para que •• areete 

en 5 ~ el resultado. 



5.- INFLUENCIA DE IA CONCENTRACION DEL DIAZO-REACTIVO. 

Con el objeto de determinar la concen

traci6n 6ptima de diazo-reactivo en el sistema, se adi

cionaron cantidades crecientes de este reactivo. 

Como podemos observar en la gr6fica si 

guiente la mejor concentración es la obtenida con 0.2 -

ml. de diazo-reactivo. 
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6.- INFLUENCIA DE LA. CONCENTRACION DEL ACIDO ASCORBICO. 

El 'cido ascórbieo es un potente 1nh1b1~ 

dor d•l acoplamiento entre diazo-r•activo y la bilirru

bina, aún en presencia de aceleradores. Se estudi6 la -

concentraci6n 6ptima para detener dicho acoplamiento, -

para lo cual se prepararon soluciones de ácido asc6rbi

co en cantidades crecientes desde l a 20 ~. 

COl'lo se puede ver en la figura, desde --

4 ~ de concentración de ácido aseórbico, se inhibe com

pletamente el desarrollo de color, con el objeto de dar 

un margen de seguridad se eligió el 5 ~ como la concen

tración a emplear. 





7.- INFLUENCIA DEL TIEMPO EK LA FETABILID~D DEL COMPUESTO 

COLORIDO. 

El compuesto colorido final va de un color 

amarillo verde p'lido a v•rde int•nso, dependiendo de la 

concentraci6n de bilirrubina. El color verde se forma de 

la combinaci6n del amarillo producido en la reaec16n en

tre cafeína y diazo-reactivo y el azul de la azobilirru

bina alcalina. 

Con el r!n de conocer la estabi lidad del 

color desarrollado, se midió a diferentes tiempos la den 

sidad Óptica, lo cual aparece en la siguiente figura. 
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Observamos una rápida aparici6n del colo~ 

con una ligera caída paulatina de su intensidad, cuya pea 

diente es mucho más répid~ en los primeros diez minutos, -

para volverse más estable posteriormente y el tiempo 6pti

mo para leer se encuentra entre 10 y 30 minutos. 

Posteriormente hay un descenso de color de 

mucha menor importancia, a los 120 minutos. 



8.- INFLUENCIA DE IA HlMOLISIS. 

La h~m6lisis ha sido descrita como un factor 

de interferencia en el acoplamiento entre el diazo-reac

ti vo y la bilirrubina. Con el objeto de conocer la in -

fluencia de dicha situación en el método aquí descrito,

se rehidr9taron soluc iones patr6n liofilizadas, con hem~ 

lizados cuya concentración en hemoglobina fué aument'n -

dose gradualmente h9sta llegar a 4.6 g. por 100 ml. 

En le figura siguiente podemos ver que sola

mente concentraciones de hemoglobina tan bajas como 

0.05 g~ producen inhibici6• de menos de 1 ~' sin embar

go de ahí asciende ripidamente hasta alcanzar el 10 ~ en 

0.5 g~, es importante tambien observar que la inhibición 

se hace ce la misma magnitud a partir de 2.0 g. de hemo

globina por 100 ml. en una cifrA nmy cercana al 20 ~ de 

1nhib1ci6n. 
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c.- INVESTIGACION DE LA DISPERSION DE VALORES EN POBLlCION 

APARENTEMENTE SANA. 

Los resultados se encuentran a continuación 

en forma de listas para sexo masculino y para sexo femenino 

en cada uno de los cuatro grupos estudiados. 

Edad 1 mes a 1 año. 

E.Total. E.Directa. B. Indirecta. 

masculino femenino. masculino femenino. masculino femenino. 

1.- 0.741 - 0.663 
2.- 0.663 - 0.624 
3.- 0.663 - 0.585 
4.- 0.663 - 0.585 
5.- 0.624 - 0.507 
6.- o.546 - o.429 
7.- 0.546 - 0.390 
8.- o.468 - 0.351 
9.- 0.390 - 0.312 

10.- 0.390 - 0.312 
11.- 0.390 - 0.273 
12.- 0.390 - 0.195 
13.- 0.351 
14.- 0.273 
15.- 0.231+ 
16.- 0.195 
17.- 0.195 
18.- 0.195 

0.390 - 0.039 
0.195 - 0.273 
0.078 - 0.078 
0.039 - 0.351 
0.156 - 0.390 
0.117 - 0.351 
0.039 - 0.156 
o.429 - 0.195 
0.312 - 0.195 
0.234 - 0.039 
0.078 - 0.078 
0.117 - 0.039 
0.039 
0.039 
0.195 
0.078 
0.039 
0.117 
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0.351 - 0.624 
o.468 - 0.351 
o. 585 - o. 507 
0.624 - 0.234 
o.468 - 0.117 
o.429 - 0.078 
o. 507 - o. 234 
0.039 - 0.156 
0.078 - 0.117 
0.156 - 0.273 
0.312 - 0.195 
0.273 - 0.156 
0.312 
0.234 
0.039 
0.117 
0.156 
0.078 



RESULTADOS OETENID<E. 

BoTotal. 

masculino femenino. 

1.- 0.702 - 0.819 
2.- 0.702 - 0.780 
3.- o.546 - 0.624 
i+.- 0.546 - 0.507 
5.- o. 546 - 0.390 
6.- 0.507 - 0.390 
7.- o.46o - 0.390 
8.- o.429 - 0.351. 
9.- o.429 - 0.351. 

10.- 0.390 - 0.312 
11.- 0.390 - 0.312 
12.- 0.390 - 0.312 
13.- 0.390 - 0.234 
14.- 0.35]. - 0.195 
15.- 0.35]. 
16.- 0.312 
17.- 0.312 
18.- 0.273 
19.- 0.234 
20.- 0.2~4 
21.- 0.195 
22.- 0.156 
23.- 0.156 
24.- 0.117 

Nifios mayores de 1 eño y menores de 2. 

E.Directa. B. Indirecta. 

masculino femenino. masculino femenino . 

0.039 - 0.195 º· 078 - o. 585 
0.078 - 0.117 
0.039 - 0.078 
0.312 - 0.195 
0.390 - 0.195 
0.156 - 0.312 
0.039 - 0.078 
0.039 - 0.078 
0.078 - 0.156 
0.234 - 0.195 
0.078 - 0.178 
0.117 - 0.078 
0.117 - 0.078 
0.078 
0.234 
0.195 
0.078 
0.039 
0.156 
0.039 
0.078 
0.039 
0.039 

o.663 - 0.624 
0.624 - 0.195 
o. 468 - o. 507 º· 507 - o. 429 
0.234 - 0.195 
0.117 - 0.195 
0.3~ - 0.078 
0.390 - 0.273 
0.390 - 0.273 
0. 312 - 0.156 
0.156 - 0.117 
0.312 - 0.234 
0.273 - 0.156 
0.234 - 0.117 
0.273 
0.078 
0.117 
0.195 
0.195 
0.078 
0.156 
0.078 
0.117 
0.078 



RESULTADOS OBTENIDOS. 

B.TotAl. 

masculino femenino. 

1.- 0.975 - 0.975 
2.- 0.897 - 0.975 
3.- o.858 - o.858 
r..- o.858 - o.858 
5.- 0.819 - 0.819 
6.- 0.819 - 0.819 
7.- 0.780 - 0.819 
8.- 0.780 - 0.780 
9.- 0.741 - 0.780 

10.- 0.702 - 0.780 
11.- 0.702 - 0.741 
120- 0.702 - 0.702 
13.- 0.702 - 0.702 
ir..- 0.702 - o.663 
15.- 0.663 - 0.62[¡. 
16.- 0.663 - 0.624 
17.- o. 585 - 0.624 
18.- o. 585 - O.o·585 
19.- º· 585 - o. 585 
20.- o. 585 - o. 585 
21.- 0.546 - 0.585 
22.- o.546 - o.546 
23.- 0.51+6 - 0.507 
24. - c. 546 - o. 507 
25.- 0.546 - 0.507 
26.- 0.507 - 0.507 
27.- 0.507 - 0.507 
28.- 0.507 - 0.50l+ 
29.- 0.507 - o.468 
30.- 0.507 - o.468 

~iños mayores de 2 años y menores de 6. 

E.Directa. B. Indirecta. 

masculino femenino. masculino femenino. 

0.195 - o. 741 
0.312 - 0.312 
o.r.29 - 0.348 
0.117 - 0.078 
0.702 - o.429 
0.273 - 0.351 
o.23r. - o.r.68 
0.156 - 0.039 
0.078 - 0.156 
0.312 - 0.156 
0.156 - o.468 
0.039 - o.468 
0.195 - 0.195 
0.039 - o.429 
0.312 - o.468 
0.351 - 0.351 
0.234 - 0.195 
0.078 - 0.390 
0.195 - o. 234 
0.039 - 0.234 
0.351 - 0.312 
0.078 - 0.273 
0.312 - 0.195 
0.039 - 0.351 
0.312 - 0.078 
o.r.29 - 0.078 
0.273 - 0.039 
0.117 - 0.192 
0.156 - 0.117 
0.117 - 0.156 

0.780 - 0.234 º· 585 - 0.663 
o.429 - o. 510 
0.741 - 0.780 
0.117 - 0.390 
o. 546 - º· 468 
o. 546 - o. 351 
0.624 - 0.741 
o.663 - 0.624 
0.390 - 0.624 
o. 546 - º· 273 
0.663 - o.23i+ 
o. 507 - o. 507 
0.663 - 0.234 
0.351 - 0.156 
0.312 - 0.273 
0.351 - o.429 º· 507 - 0.195 
0.390 - 0.351 
o. 546 - 0.351 
0.195 - 0.273 
o. 468 - º· 273 
0.234 - 0.312 
0.507 - 0.156 
0.234 - o.429 
0.078 - o.429 
o. 234 - o. 468 
o. 390 - o. 312 
0.351 - 0.351 º· 390 - º· 312 



B. Total. 

masculino femenino. 

31.- o.468 - o.429 
32.- o.468 - o.429 
33.- o.468 - o.429 
34.- o.468 - o.429 
35.- o.468 - o.429 
36.- o.468 - 0.390 
37.- o.429 - 0.390 
38.- o.429 - 0.390 
39.- o.429 - 0.390 
4o.- o.~90 - o.~90 
41.- o.390 - 0.390 
42.- 0.355 - 0.390 
43.- 0.351 - 0.351 
44.- 0.351 - 0.351 
45.- 0.351 - 0.351 
46.- 0.351 - 0.312 
47.- 0.312 - 0.312 
48.- 0.312 - 0.312 
49.- 0.312 - 0.312 
50.- 0.312 - 0.312 
51.- 0.312 - 0.273 
52.- 0.312 - 0.234 
53.- 0.273 - 0.234 
51+.- 0.273 - 0.234 
55.- 0.234 - 0.195 
56.- 0.234 - 0.156 
57.- 0.234 - 0.117 
58.- 0.234 - 0.078 
59.- 0.195 
60.- 0.156 

Niños mayores de 2 años y menores de 6. 

B.Directa. B. Indireeta. 

masculino femenino. masculino .femenino. 

0.351 - 0.234 
0.078 - 0.039 
0.078 - 0.039 
0.195 - 0.078 
0.156 - 0.156 
0.078 - 0.195 
0.078 - 0.312 
0.156 - 0.156 
0.156 - 0.078 
0.156 - o. 039 
0.117 - 0.195 
0.273 - 0.156 
0.195 - 0.039 
0.195 - 0.117 
0.312 - 0.039 
0.039 - 0.273 
0.078 - 0.039 
0.078 - 0.117 
0.0?8 - 0.078 
0.234 - 0.195 
0.039 - 0.117 
0.156 - 0.156 
0.039 - 0.078 
0.039 - 0.078 
0.039 - 0.039 
0.117 - 0.039 
0.039 - 0.039 
0.078 - 0.039 
0.078 
0.039 

~o 

0.117 - 0.195 
0.390 - 0.390 º· 390 - o. 390 
0.273 - 0.351 
0.312 - 0.273 
0.390 - 0.195 
0.351 - 0.078 
0.273 - 0.234 
o. 273 - o.: 312 
0. 234 - 0.351 
0.273 - 0.195 
0.082 - 0.234 
0.156 - 0.312 
0.156 - o. 234 
0.039 - 0.312 
o. 312 - º· 039 
0.234 - 0.273 
0.234 - 0. 195 
0.234 - 0.234 
0.078 - 0.117 
0.273 - 0.156 
0.156 - 0.078 
0.234 - 0.156 
0.234 - 0.156 
0.195 - 0.156 
0.117 - 0.117 
0.195 - 0.078 
0.156 - 0.039 
0.117 
0.11? 



RESULTADOS OBTENIDOS. 

Niños mayores de 6 años y menores de 16. 

B. Total. E.Directa. B. Indirecta. 

masculino femenino. masculino femenino. masculino femenino. 

1.- o.897 - 0.975 0.156 - o.429 0.741 - o. 546 
2.- o.897 - o.858 0.195 - 0.195 0.702 - 0.663 
~-- o.858 - o.858 0.195 - 0.156 o.66a - 0.702 
.- 0.819 - 0.819 0.195 - 0.507 0.62 - º·a12 

5.- 0.819 - 0.819 o.468 - 0.390 º·g51 º· 29 
6.- 0.780 - 0.819 0.156 - 0.111 º· 24 - 0.702 
7.- 0.780 - 0.819 0.663 - 0.2~4 0.117 - o. 585 
8.- 0.741 - 0.819 0.039 o.6 3 0.702 - 0.156 
9.- 0.741 - 0.780 0.351 - 0.039 0.390 - o. 751 

10.- 0.741 - 0.780 0.156 - 0.117 o. 585 - o.663 
11.- 0.741 - 0.780 0.156 - o.468 o. 585 - 0.312 
12.- 0.738 - 0.741 0.156 - 0.039 o. 582 - 0.702 
ia.- 0.702 _ 0.741 0.273 - 0.078 o.429 - o.663 
1 .- 0.702 - 0.741 0.078 - 0.078 0.624 - 0 .. 663 
15.- 0.702 - 0.702 0.234 - 0.663 o.468 - 0.039 
16.- 0.663 - 0.702 0.078 - 0.276 º· 585 o.429 
17.- o.66~ - 0.702 0.195 0.15 o.468 - 0.546 
18.- 0.62 - 0.702 0.117 - o.~51 o. 507 - 0.351 
19.- 0.624 - 0.663 0.156 o. 29 o.468 0.234 
20.- 0.624 - 0.663 0.117 - 0.27~ º· 507 - 0.2~4 
21.- 0.585 - 0.663 0.351 0.07 0.234 0.5 5 
22.- o.546 - 0.660 0.039 - o. 546 o. 507 - 0.114 
2~.- o.546 - 0.624 0.390 - 0.039 0.156 - o. 585 
2 .- o.546 - 0.624 o.429 - 0.156 0.117 - o.468 
25.- o. 546 - 0.624 0.156 - 0.195 0.390 - o.429 
26.- 0.546 - 0.585 0.234 - 0.27~ 0.312 - 0.312 
27.- 0.546 - 0.585 o.~2 0.07 0.234 - º· 517 
28.- 0.507 - 0.585 º· 8 - 0.312 0.039 - 0.273 
29.- 0.507 - o.585 0.195 - 0.078 0.312 - 0.507 
30.- 0.507 - o.585 o.429 - 0.039 0.078 - o. 546 
31.- 0.507 - 0.546 0.117 - 0.234 0.390 - 0.312 
32.- 0.507 - o.546 0.156 - 0.078 o. 351 - o.468 
3a·- 0.507 _ 0.546 0.078 . - 0.039 o.429 - 0.507 
3 .- o.468 - o.546 0.195 - 0.390 0.273 - 0.156 
35.- o.468 - o. 546 0.195 - 0.039 0.273 - º· 507 36.- o.468 - o.468 0.156 - 0.078 0.312 - 0.390 



Niños mayores de 6 años y menores de 16. 

B. Total. E.Directa. B. Indirecta. 

masculino femenino. masculino femenino. masculino femenino. 

37.- o.468 - o.468 0.078 - 0.234 0.390 - 0.234 
38.- o.468 - o.468 0.234 - 0. 156 0.234 - 0.312 
~9.- o.468 - o.468 0.390 - 0.078 0.075 - 0.390 
o.- o.468 - o.468 0.117 - 0.117 0.351 - o.~51 

41 . - o.468 - o.46o 0.078 - 0.039 0. 390 - º· 21 42.- o.468 - o.429 0.234 - 0.351 0.234 - 0.078 
~·- o.429 - o.429 0.039 - 0.039 0.390 - 0.390 

.- o.429 - o.429 0.156 - 0.273 0.273 - 0.156 
45.- o.429 - o.429 0.156 - o. 039 0.273 - 0.390 
46.- o.429 - 0.390 0.1078 - 0.195 0. 351 - 0.195 
47.- 0. 390 - 0.390 0.078 - 0.234 0.312 - 0.156 
48.- 0.390 - 0.390 0.039 - 0.039 0.351 - º· 351 
49.- 0.390 - 0.390 0.039 .,;. 0.156 0.351 - 0.234 
50 •. - 0.351 - 0.351 0.078 - 0.039 0.273 - 0.112 
51.- 0.351 - o. :wo 0.078 - º· 039 0.273 - 0.351 
52.- 0.351 - 0.312 0.078 - 0.039 0.27~ - 0.27~ 
~-- 0.351 - 0.312 0.117 - 0.039 0.2~ - 0.273 
.; .- 0.351 - º· 312 0.117 - 0.039 0.?31+ - 0.273 
55.- 0.351 - 0.312 0.234 - 0.039 0.117 - 0.273 
56.- 0.312 - 0.273 0.039 - 0.195 0.27~ - 0.195 
57.- 0.312 - 0.273 0.078 - 0.078 0.23[+. - 0.195 
58.- 0.312 - 0.27~ 0.117 - 0.039 0.195 - 0.234 
59.- 0.312 - 0.23 0.078 - 0.156 0.234 - 0.078 
60.- 0.312 - 0.234 0.039 - 0.039 0.273 - 0.195 
61.- 0.273 - 0.117 0.078 - 0.078 0.195 - 0.039 
62.- 0.273 - 0.078 0.117 - 0.039 0.156 - 0.039 
6~.- 0.273 0.039 0.234 
6 .- 0.27~ 0.039 0.234 
65.- 0.23 0.039 0.195 
66.- 0.234 0.078 0.156 
67.- 0.195 0.039 0.156 
68.- 0.195 0.039 0.156 
69.- 0.156 0.039 0.117 
70.- 0.117 0.078 0.039 
71.- 0.078 0.039 0.039 



Por los resultados obtenidos podemos con- · 

•luir que desde 1 mes hastA los 16 años el sexo no est .@. 

bleci6 ninguna diferencia. 

Una vez que fué establecida la igualdad -

entre sexos se compararon los resultados de los dos se

xos en cada uno de los grupos eon e l resto de los gru -

pos eon el objeto de saber si la edad a su vez estable

e!a alguna difereneia significativa. 

Los elat os relat ivos a la comparaci6n en -

tre grupos se eneuentr an consignados en la TAB~ No. IV 

y se puede ver que sol amente el grupo II fué di f erente 

estadí sticamente de los demás en l o referente a B. to

tal y B. indireeta. 

El resto de los grupos no fueron diferen

tes y hubo dos ocasiones en que fueron id~nticos. 
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RANGO 

Bilirrubina 

Directa 

1 mes a 
J año 0.039-0.429 

71 año 
< 2 años o. 03 .9-0. 585 

7 2 años 
< 6 años 0.039-0.702 

76 años 
< 16 años 0.078-0.663 

Todos los 
grupos 0.039-0.702 

En la TABLA No. 2 Se concentran los valores de todos los grupos. 

TABLA No. 2 Valores encontrados en diferentes edades 
( en los dos sexos ) 

MEDIA DESVIACION ESTANDARD 

Bilirrubina Bilirrubina Bilirru- Bilirru- Bilirru- Bilirru-Bilirru Bilirru -
bina bina In- bina bina bina In bina 

Indirecta Total Directa directa Total Directa directa Total 

0.039-0.624 0.195-0.741 0.16 0.28 0.44 o .12 o. 17 0 . 18 

0.039-0.624 0.195-0.819 0.14 0.26 0.40 o. 14 o. 16 o. 16 

0.039-0.741 0.078-0.702 o .18 0.32 o.so o. 14 o .16 0. 20 

0.039-0.751 0.078-0.975 0.17 0.35 0.52 0.14 o .18 o . 19 

0.039-0.780 0.078-0.975 o. 17 0.32 0.49 o. 13 0.17 0.19 



En la TABLA No. III se hace un análisis 

en cada grupo entre los pacientes del sexo femenino y -

los dt sexo masculino para establecer si el sexo fué de

terminante en diferencias estadísticamente significati

vas, tanto para la B. total como para sus fraceiones. 



M A S 

Casos 
"n" 

18 

18 

18 

24 

24 

24 

e u L I N o 

Promedio 
X 

TABLA No, III 
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA 

DIVISION DE BIOMATEMATICAS 
PRUEBA DE " t " 

F E M E N I N o 

Desviación Casos Promedio Desvi ac ion 
estandard "n" X e standard 

EDAD DE 1 MES A 1 AFIO 

B. total M vs F 
0.44 o. 19 12 0.43 o. 16 

B • directa M vs F 
0.15 o. 12 12 o .18 o. 12 

B. indirecta M vs F 
0.29 o. 19 12 0.25 o .16 

EDAD MAYOR DE 1 AFIO Y MENOR DE 2 

B. total M vs F 
0.38 o. 15 14 0.42 0.18 

B • directa M vs F 
o. 11 0.09 14 o. 17 o. 13 

B • indirecta M vs F 
0.27 o. 16 14 0.25 o .16 

Prueba de p Grados de 
"t" Libertad 

o. 18 5 NS* 28 

0.967- NS 28 

0.740 NS 28 

0. 909- NS 36 

1.681001- NS 36 

0.371781 NS 36 



DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA 
DIVISION DE BIOMATEMATICAS 

PRUEBA DE 11 t " 

M A s c u L I N o F E M E N I N o 

Casos Promedio Desviación Casos Promedio Desviación Prueba p Grados de 
"n" X estandard "n" X estandard "t" Libertad 

EDAD MAYOR DE 2 AROS Y MENORES DE 6 

B.total M vs F 
60 o.so o .19 S8 o.so 0.21 0.000000 NS 116 

B.directa M vs F 
60 0.17 o. 12 S8 o .19 o. lS 0.8019S6-NS 116 

B. indirecta M vs. F 
60 0.33 o. 18 S8 0.31 o. 16 0.637 267 NS 116 

EDAD MAYORES DE 6 AROS Y MENORES DE 16 

B. total M vs F 
71 0.49 0.19 62 O.SS o.zo 1. 77 3206-NS 131 

B . di r e c t a M v s F 
71 o. 16 0.13 62 o .18 0.16 O. 79SS76-NS 131 

B.indirecta M vs F 
71 0.33 o. 17 62 0.37 o. 19 1.281722 NS 131 

* No significativa. 



T A B L A No. IV 
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA 

DIVISION DE BIOMATEMATICAS 
PRUEBA DE " t " 

Casos Promedio Desviación vs Casos Promedio Desviación Prueba de p Grados de 
"n" X estandard Grupo "n" X estandard "t" libertad 

GRUPO I B.directa 

30 o .16 0.12 2 38 0.14 0.14 0.622S87 NS 66 
30 0.16 o. 12 3 118 0.18 0.14 0.718442- NS 146 
30 o .16 o. 12 4 133 o .17 0.14 0.362266- NS 161 
30 o .16 o .12 s 319 0.17 o. 13 0.40SS64- NS 347 

B.indirecta 

30 0.28 o. 1 7 2 38 o. 26 o. 16 0.498144 NS 66 
30 0.28 o. 17 3 118 o. 32 0.16 1.207729- NS 146 
30 0.28 o .17 4 133 0 . 3S 0.18 1.944444- NS 161 
30 0.28 o .17 s 319 0.32 o .17 1.232703- NS 347 

B • Total 

30 0.44 o .18 2 38 0 . 40 o. 16 0.96901S NS. 66 
30 0.44 0.18 3 118 o.so 0.20 l.49S811- NS 146 
30 0.44 o .18 4 133 O.S2 0.19 2.103104- P(.OS 161 
30 0.44 o. 18 s 319 0.49 0.19 1.384121- NS 347 

GRUPO II B . directa 

38 o .14 o .14 3 118 0.18 o. 14 l.S32860- NS 1S4 
38 o. 14 o. 14 4 133 o .17 o. 14 l.16S999- NS 169 
38 o . 14 o .14 s 319 o .17 o. 13 1.334994- NS 3S7 

B.indirecta 

38 0.26 0.16 3 118 0.32 o. 16 2.012342- P(.OS 1S4 
38 0.32 o. 16 4 133 0.3S o .18 0.92804S- NS 169 
38 0.26 o .16 s 319 0.32 0.17 2.0702SO P(. OS 3S7 

... / 



DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA 
DIVISION DE BIOMATEMATICAS 

PRUEBA DE " t " 

Casos Promedio Desviación vs Casos Promedio Desviación Prueba de p Gr ad os de 
"n" X estandard Grupo "n" X e standard "t" libertad 

B. Total 

38 0.40 0.16 3 118 o.so 0. 20 2.806072- P<. 01 154 
38 o .40 0.16 4 133 0.52 0.19 3.549455- P<. 001 169 
38 0.40 0.16 5 319 0.49 o. 19 2.804349- P"-. 01 357 

GRUPO III B.directa 

118 o. 18 0.14 4 133 o .17 0.14 0.565259 NS 249 
118 o. 18 o .14 5 319 0.17 0.13 0.700182 NS 435 

B.indirecta 

118 0.32 o. 16 4 133 0.35 0.18 l.389725- NS 249 
118 0.32 o. l 6 5 319 0.32 0.17 0.000000 * 435 

B. Total 

118 0.50 0.20 4 133 0.52 o. 19 0.812446- NS 249 
118 0.50 0.20 5 319 0.49 0.19 0.482253 NS 249 

GRUPO IV B.directa 

133 0.17 o. 14 5 319 o .17 o. 13 0.000000 * 450 
B.indirecta 

133 0.35 0.18 5 319 o. 32 0.17 l. 682368 NS 450 

B. Total 

133 0.52 0.19 5 319 0.49 0.19 l.531002 NS 450 

* Idénticos. 



DISCUSION. 

El estudio de las características fotoquimi

cas de un cromógeno y su relaci6n con las substancias qu{ -

micas utilizadas en la reacc16n, el cual es formado durante 

la investigación de un compuesto biológico normal en el or

ganismo, as! corno la concentración que este compuesto alean 

za en personas ausentes de patología, plantea un análisis -

sistemático, que a la vez que resulta fascinante ocasiona -

problemas de solución a veces dificil. 

La cuantifieaei6n de bilirrubina ha sido mo

tivo de múltiples discusiones acerca de las ventajas y des

ventajas de los numerosos m~todos que actualJlente existen, 

particularmente cuando 'sto se refiere a muestras biol~gi

cas provenientes de pacientes a los que hay necesidad de -

hacer varias determinaciones en corto tiempo, y en los cua. 

les solamente es posible tomar peoue~os volúmenes, como -

sucede en el reeien nacido. Este es el problema aue he t~ 

tado de analizar en este trabajo . 

El primer obst~culo que se plantea en este 

tema es el de preparar un pa trón aue reuna las caracterís

ticas sefialadas por la American ~cademy of Pediatries, el 

College of .laerican Patholog!sts, la American Association 
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of Clinical Chemists y el National Institute of Healt, -

el cual si es preparado en el laboratorio, puede conver

tirse en un11. limi taei6n grande al estudio en gran escala, 

por lo tedioso que resulta la preparaci6n del estudard . 

Jl haber contado con soluciones valora

das de procedencia comercial, aue reunen las caracterís

ticas m!nimas recomendadas por dicho comité y que soa -

las siguientes: 

a).- Tiene aue estar liofilizado. 

b).- Envasado en fraseo ámpula sellado y de colór ámbRr. 

e).- Que contenga prote!nas en una concentraci&n m!nima 

de 5.0 gramos po~ ciento y 

d).- Que pueda ser usado inmediata.ente después de pre

parado. 

Lo que permiti6 estudiar con fac1114ad 

el comportamiento 6ptico a diferentes eoncentraeiones y 

lograr de esta mR.nera trabajar con curva de calibraci6n 

6 bien relacionar la lectura de la soluci6n patr6n a la 

coneentraci6n del problema, en base a la linearidad 

obtenida. 

Por los resultados obtenidos se puede -

ver oue ambas situaciones son fActibles de manera abso

luta dentro de un rango clínico muy útil, con el •stan

dard comercial empleado. 
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Los coeficientes de variaci6n obtenidos a 

concentr8ciones superiores a 4.2 mg~ 1nd1cAn aue la reprQ 
1 

ducibilidad del rnHodo es bastante satisfactoria ye que se 

encuentr& por abajo del 5 ~' bastante cercanas a lAs obteni 

das por MICHAELSSON para un macromftodo nue utilizab8 el -

a1smo principio aue yo emplee {20). 

A concentraciones menores de 4 mg el coe

ficiente •e variac16n se incrementa por lo oue es recomen-

dable cuando se trab8jan problemas de pacientes sin 1cter1 

cia o muy ligera, duplicAr si es posible la cantidad de --

suero. 

Jln relac16n A la especificidad de la rea~ 

ci6n colorida, se puede ver oue a la longitud de onda em -

pleada solamente absorbe luz en grandes cantidAdes la azo

bilirrubina alcalina, sin embargo a concentraciones muy b& 

jas el resultado puede ser afectado por la coloraci6n aJIA

r1lla obtenida de la comb1naci6n de diazo-reaotivo-cafe{na 

y además por la absorci6n na.tural del suero, de lo que se 

deduce nue es conveniente oue ambos elementos absorbentes 

se encuentren presentes en ~l, partieularmente los de baja 

concentrac16n en b111rrub1na. 

El estudio del tiempo suficiente para de

sarrollo del color de la bilirrubina directa demostr6 que 

el tiempo de 1 minutó sugerido por DUCCI Y WATSON (10),-
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es totalmente insuficiente para que el glucur6nido de bili

rrubiaa reaccione con el diazo-reactivo, lo cual ya habia -

sido observado por varios autores. (13) y (14). 

La determinac16n del tiempo Óptiao de -

desarrollo de color considero que puede ser un aspecto muy 

importante en la euantificaci6n de las fracciones. 

As! mismo fu~ útil conocer en las cond1 

ciones experimentales del diseño descrito aquí, el tiempo -

de desarrollo de color para la B. indirecta que como se di~ 

cute en el capitulo de generalidades, requiere de un acele

rador para acoplarse al diazo-reaetivo, eomo ~l color desa

rrollado es muy estable se puede contar con un m'rgen para 

la medici6n fotométrica. 

La preocupac16n que sugiere el ~copla

miento espontáneo entre la B. indirecta y el diazo-react1 

vo qued6 eliminada en el método por la incapacidad que -

tiene dicha bilirrubina para acoplarse en un pH extremadA 

mente bajo, lo cual ya había sido descrito por HENRY (14) 

atribuyéndose este hecho a que la bilirrubina indirecta -

es insoluble en 'cido. 

Con relaci6n a la concentración de dia

zo-reactivo, cantidades crecientes producen un desarrollo 

6pt1mo a partir del cual no se mejora la reacci6n sino 

que la inhiben en parte, probablemente porque el ácido 



clorhídrico en exceso de este reactivo, transforma el ben

zoato de sodio en 'cido benzoico, el cual es inhibidor de 

la reacción de acoplamiento. 

El 4oido asc6rbico que inhibe completa -

mente la reacci6n de la bilirrubina con el d1azo-react1vo 

debe ser manejado con cu14ado para evitar la contam1naci6a 

en la muestra 6 en los reactivos, ya que pudiera produ«ir 

error en la determ1nao16n. Por lo que se cree conveniente 

respetar el 6rden de ad1c16n de la muestra y de los reac

tivos en los tubos "blanco" y "problema" para eliminar e~ 

ta posibilidad. Esta recomendación es tambien de importan 

cia en lo que se refiere a cafe!na. 

Con relación a la estabilidad del color 

formado por la azobilirrubina alcalina se pudo estable -

cer que es bastante satisfactoria ya que solo hay un de~ 

censo de 3 ~ en un lapso de 2 horas, lo que no altera el 

resultado final ni la interpretación cl!nica. 

La hem611s1s constituye uno de los pro

blemas m's importantes en la determinación de la bilirr~ 

bina por la gran inhibición de color que produce. En es

te estudio se ha podido llegar a demostrar que ésta puede 

ser hasta de 20 ~ y que por lo tanto debe tenerse espe -

cial cuidado en la toma del producto para evitar el error 

de este factor. 
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Este fen6meno ha sido descrito previamen

te aunque eon resultados ligeramente diferentes; GAMBINO 

obtuvo un m'ximo de 15 ~ de inhibici6n <13) y MICHAEISSON 

de 6 a 8 ~ (20). 

Con relación a las cifras encontradas en 

población aparentemente sana, dos tipos de consideraciones 

es necesario hacer: 

La primera se refiere a la diferencia en 

tre sexos. Por los resultados obtenidos aquí, a ninguno de 

los grupos estudiados se encontró diferencia estadística -

mente significativa, condicionada por el sexo. 

No pudimos encontrar literatura que con

firmara o negara este hecho por lo que no hacemos m's con

sideraciones al respecto y simplemente se asientan los re

sultados obtenidos. 

Se sabe que en el recien nacido en con

diciones normales la concentrae16n de bilirrubina alcanza 

el m'ximo valor. Sin embargo estos valores descienden ~

pidamente despu's de los primeros 7 días de vida hasta al 

canzer la cifra que prácticamente se mantiene estable du

rante toda la vida. En estos casos no se estudiaron paeien 

tes menores de 1 mes porque no podeaos hacer consideracio

nes en este sentido. Sin embargo llama la atenei&n que un 



grupo fue estadísticamente significativo en lo que se ·

refiere a B. indirecta y total, que fu' el grupo com -

prendido entre 1 y 2 años (GRUPO II). No tengo explica

ción para este fen6meno, sobre todo porque esta diferen 

cia fué en el sentido de un valor más bajo y por lo ta~ 

to totalmente dentro del rango de valores noraales para 

todos los grupos. 

En el resto de los grupos no existi6 nin

guna diferencia lo cual confirma lo anteriormente dicho 

de la estabilidad de esta constante biol6gica a través 

de los años. 

aon relaci6n a los valores encontrados 

en todos los grupos, éstos son ligeramemte menores a 

los reportados por autores como GAMBINO (13) que da va

lores entre 0.15 y 1.2 mg o los señalados por GARTNER 

(17) que da el valor de la B. total normal hasta de 1.5 

mg y est~ de acuerdo con los reportados por Mac DONALD 

que dan de O a 1 mg. 

No tengo explicaci6n precisa para estas -

diferencias, sin embargo se puede aducir que la gran -

sensibilidad del aparato usado en este estudio, el cual 

puede medir hasta 0.001 de unidades Ópticas, podría re

presentar una mayor pojibilidad de acercamiento al valor 

exacto. 

66 



RESUMEN Y CONCLUSIONES. 

1.- Se tratan generalidades sobre los pigmentos biliares. 

Así como una breve historia sobre la metodologia empleada 

para la determinación de bilirrubinas. 

2.- Se describe el método JENDRASSIK Y GROF que se sigui6 

en este trabajo y quw difiere del original en la cantidad 

de muestra utilizada, ya que aquí utilizo 0.02' ml. en -

vez de 0.05 ml. determinándose también el espectro de ab

sorci6n para saber a qué longitud de onda deberían hacer

se las lecturas. GRAF!CA No. l.La longitud de onda obten1 

da rué de 600 nm. 

3.- Se estudi6 la influencia de diferentes factores sobre 

el m'todo, como está sefialado en la GRAFICA No. 3 en don

de se hacen variar los distintos reactivos utilizados. 

Por los resultados obtenidos en este tra

bajo se concluye lo siguiente: 

Dependiendo de la influencia de los diferentes taetores -

en el m~todo, las cantidades usadas de los reac~ivos no -

producen variación alguna en la reacci6n, pero deberá 

usarse siempre un blanco de suero para compensar las ab

sorciones no específicas. 

El método estudiado presenta la ventaja -

de su simplicidad, dada las pocas manipulaciones necesa , 

rias para su ejecución. 
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