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I.-GENERALIDADES. 



GENERALIDADES 

Desde que el botánico Tswett en 1916 (1) logró 
separar algunos pigmentos vegetales por medio de lo 
que él ilamó cromatografía, muchos autores han in
troducido multitud de modificaciones a este método 
original. La cromatografía no es sino un método de 
sepClrcrción de substancias, en el que interviene un 
sistema de solventes compuesto de dos fases: una mó
vil y o:ra E:stacionaria. En la actualidad las técnicas 
cromatográficas se clasifican en cuatro grupos prin
ci pc:les que son: 

a). Adsorción cromatográ:fica.-La fase móvil 
es una masa fluída y la estacionaria es la superficie 
intcrfacial de un adsorbente. 

b). Partición e :romatográfica.-La fase móvil es 
una masa fluída y l ·¡ fase estacionaria está suspen
dida en un material . 1erte. 

c) Separación .:>or espuma y emulsión.-Este 
tipo de cromatografía utiliza como fase móvil una 
masa fluída y como fase estacionaria una película in
terfacial formada de burbujas o gotas. 

d). Intercambio iónico.-En ésta se realiza in
tercambio de iones entre la masa fluída móvil ioniza
da y la fase estacionaria que generalmente es una 
resina. 

Estos cuatro tipos de cromatografía pueden efec
tuarse en papel o en columnas cromatográficas. 

En el presente trabajo se le dedicará particular 
atención a la partición cromatográfica en columna, 
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en la que se usa un sistema de solventes constituido 
de dos fases líquidas. A una de ellas sostenida, por 
un material inerte (Kieselhguhr, sílice, etc.) se le da 
el nombre de fase estacionaria, la otra toma el nom
bre de fase móvil y es la que corre a través de la co-
1 umna. La separación depende de la distribución de 
los diferentes componentes de la mezcla analizada 
entre las dos fases. 

El soporte utilizado puede ser de muy diversas 
clases y su polaridad varía desde la del agua hasta 
la de hidrocarburos parafínicos. La fase móvil debe 
ten8r corno requisito el ser opuesta en polaridad a la 
fas8 ostaci.onaria. La f_ase móvil puede correr a través 
de la columna ya sea por influencia de la gravedad, 
aplicando presión o por succión, siempre y cuando el 
paquete de material inerte no pierda su uniformidad. 

A este tipo de cromatografía pertenece el siste
ma diseñado por Howard y Martin en 1950 (2) quie
nos dcscribon de una manera precisa la cromatogra
fía en fase reversa, aunque previamente Boscott y 
Bolding ( 1) hacen referencia a este procedimiento. 

En este trabajo usan un sistema de solventes en 
d cual la fase más polar es la móvil y la menos polar 
la estacionaria. Para obtener esto es necesario un 
soporte hidrof óbico, lo que logran haciendo pasar 
una corriente de diclcro-mctll-silano a través del 
Kieselguhr hasta que el material flote en agua. Des
pués de este tratamionto lavan dicho material con 
alcohol metílico hasta neutralizarlo al azul de bromo 
timol. 

El sistema de solventes que utilizan es una mez
cla de agua-acetona-parafina líquida. Las columnas 
son de 12 mm. de diámetro y contienen 4 gr. de Kie
selguhr siliconizado que ha sido homogeneizado cun 
3.8 rnl. de la fase menos polar. De este modo logran 
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separar y analizar mezclas de ácidos grasos que con
tienen por ejemplo: palmítico, mirístico y !áurico. 

Este tipo de cromatografía ha permitido a Cole y 
Lathe (3) instituir las bases que permiten distinguir 
los diferentes pigmentos biliares y establecer la re
lación de éstos con los diferentes tipos de ictericia. 

Por ser la bilirrubina el principal pigmento pre
sente en Ia bilis su metabolismo ha estado sujeto a 
numerosas investigaciones gracias a las cuales se 
han dilucidado numerosos hechos de gran trascen
dencia en la patología humana. 

Cuando los glóbulos rojos han llegado al térmi
no de su vida son destruídos en el sistema retículo
~·ndoteliai del hígado, bazo y médula ósea, donde 
liberan la hemoglobina, substancia cuyo grupo heme 
por diferentes transformaciones da origen a los pig
mentos biliares. 

La degradación de la hemoglobina se inicia por 
rearreglo de las valencia del heme y oxidación de las 
cadenas metínicas, pero sin pérdida de la globina, ni 
del fierro. Estos cambios hacen inestable a la molécu
la, la cual se rompe entre sus anillos pirrólicos I y II 
con pérdida de anhídrido carbónico y formación dé 
un compuesto llamado colr~globina, el cual por pér
dida del fierro se transforma en biliverdina-globina 
y por separación de la globina de la biliverdina. Por 
acción de una dehidrogenasa, la bilive,rdina se redu
ce para producir la bilirrubina que pasa al torrente 
circulatorio donde es transportada al hígado unida a 
albúmina plasmática (5). En esta glándula la bilirru
bina se conjuga con el ácido glucorónico para formcr 
los pigmentos biliares conjugados. Este proceso se 
verifica en los microsomas de las células parenqui
matosas en donde el ácido uridin-di-fosfato-glucuró-
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nico se escinde para donar su ácido glucorónico a la 
bilirrubina, siendo catolizada esta reacción por la 
enzima glucuronil-transferasa. (6, 7). 

De esta manera se forman el mono y diglucuro
nidato de bilirrubina, llamados también pigmentos l 
y II respectivamente, aunque no se tiene la certeza 
de si el pigmento I es precursor del pigmento II o no. 
Por medio de estos dos pigmentos s8 excreta la bili
rrubina en la bilis, de modo que al hacer pasar al 
intestino delgado son reducidos por acción bacteria
na a urobilinógeno, el cuol se excreta en forma de 
urobilina, substancia responsable del color de las 
heces. Cierta cantidad de urobilinógeno es reabsor 
bida y pasa a la circulación portal y al hígad.o para 
ser oxidada a urobilina y más tarde ser eliminada por 
la orina. (8). 

Lo anterior se observa en condiciones normales 
pero hay situaciones en que los pigmentos aparecen 
en exceso en la sangre ya sea: por incapacidad para 
eliminarlos o por aumento en su producción, dando 
origen a la hiperpigmentación biliar o ictericia. Esta 
puede pues deberse al exceso de producción de pig· 
mentos como en el caso de ictericia hemolítica o pre
hepática; a la falta de conjugación del ácido glucuró
nico como sucede en la llamada enfermedad de Gil
bert, en la llamada ictericia fisiológica del recién na
cido y del prematuro y en la ictericia del recién na
cido tipo Crigler Najjar. También puede deberse a 
un defecto en su eliminación: ya sea por hepatopatía 
o por obstrucción de las vías biliares extrahepáticas, 
en cuyos casos se tiene la ictericia hepatocelular y 
la de tipo obstructivo o posthepática respectivamen
te. (9). 

Es interesante hacer notar que en las hepatopa
tías aumenta proporcionalmente el pigmento I y en 
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las ictericias obslructivas se incrementa también pro
porcionalmente, el pigmento II. (17). 

El estudio de los pigmentes biliares da comienzo 
en 1913 cuando Van den Bergh y Snapper (10) vie
ron la necesidad de desarrollar un método para de
terminar cuantitativamente la bilirrubina en sangre, 
para lo cual aplicaron la prueba de Erhlich para la 
orina. Esta reacción en la que se basan todos los mé
todos existentes hasta la fecha, consiste en romper la 
molécula do la bilirrubina en dos partes, por medio 
de un agente dja:mtante que se obtiene al tra~ar áci
do sulfanílico con nitrito de sodio. Para que es~a reac
ción resulte positiva se necesita que el compuc::;to a 
reaccionar tenga un::x unión -CH2- la cual según 
Fischer y Haberland ( l O) sufre una hidrólisis prelimi
nar. Ordinariamente sólo uno de los dipirroles resul
tantes reacciona con la sal diazotante y da los azobi
lirrubinógenos, pero con suficiente cantidad de agen
te acoplante reacciona la otra mitad de la bilirrubina. 
Para el desarrollo de la reacción se necesita que la 
bilirrubina y el agente acoplante se encuentren en la 
misma fase y puesto que la primera es insoluble en 
agua se adiciona alcohol al medio de reacción. 

Van den Bergh y Mulbr (10) omitieron acciden
talmente el alcohol, encontrando aue había desarro
llo de color sobre todo cuando se. usaba bilis como 
fuente de pigmentos biliares. Este tipo de reacción 
era también positiva en el plasma de pacientes con 
ictericia obstructiva y hepatitis, pero no así en los que 
tenían ictericia hemolítica, casos en los que era nece
sario agregar alcohol para producir desarrollo del co
lor. A esta última se le dió el nombre de reacción in
directa y a la primera reacción directa. En razón de 
estos hallazgos se hicieron pruebas para diferenciar 
los dos tipos de bilirrubina y encontraron los siguien
tes hechos. 

- 5 --



Propiedades Bilirrubina 

indirecta directa 

Solubilidad· en agua. 
Solubilidad en CHCb 
Presente en la bilis. 
Presente en la orina de ictéricos. 
Afinidad con las prot. desnaturaliz. 

+ 

Unión con proteínas plasmáticas. + 
Oxidación. + 
Asociada con ictericia hemolítica. + 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
++ 

Asociada con ictericia obstructiva + + + 
Hepatitis. + + + 

Más tarde Cole y Lathe (3) aplican la cromato
grafía particional de fase reversa a sueros ictéricos 
y logran separar dos pigmentos: uno que reacciona 
de manera indirecta y otra de manera directa. 

Esta seporación la hicieron en columnas de vi
drio de 18 mm de diámetro, usando Kieselguhr como 
material inerte y soporte de la fase estacionaria, en 
la cucl está previamente tratado con silicona con objeto 
de impermeabilizarlo. El sistema de solventes consis
te en la mezcla de 25 par(es de cloroformo, 25 de te
tracloruro de carbono y 38 partes de alcohol metílico, 
6 partes de agua y 6 p:irtes de solución amortigua
dora de fosfatos pH6. El suero se desproteiniza con 
alcohol y sulfato de amonio, se seca al vacío y se 
pasa por la columna con lo que se obtienen dos tipos 
de pigmentos, uno, que se mueve más rápidamente 
y por consiguiente es más soluble en agua y da una 
rs-acción directa a la prueba de Van den Berght, el 
otro s·s más soluble en solventes orgánicos y corre 
más kntamente en la columna y da una reacción in
directa. 
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En 1954 estos mismos autores (11) logran sepa
rar del pigmento que se mueve más rápidamente en 
el sistema anterior, dos fracciones que llamaron I y 
II. Para ello usan amortiguador de foslatos pH6 y bu
tanol como sistema de solvente, ambos pigmentos I 
y II dan una reacción directa y el más soluble o sea 
el que corre más rápidamente se encuentra en mayor 
proporción en la bilis y está presente junto con el 
pigmento I en la orina de pacientes con ictericia obs
tructiva y hepatitis. 

En el mismo trabajo informaron que si se: corren 
los sueros previamente cliazotados en cromatografía 
de fase reversa, con Kieselguhr tratado con silicona y 
usando un sistema de solventes de butanol agua so
lución amortiguador de fosfatos de pH4 aparscc::n dos 
tipos de pigmentos cliazo positivos que llamaron A y 
B. Posteriormente Billing mostró (13) que el pigmento 
II da lugar al azopigmento B, más soluble y que corre 
más rápidamente que el azo-pigmento A que se ori-
9ina a partir de bilirrubina. El pigmento I produce 
una mezcla de azo pigmentos A y B. 

Tanto el azo pigmento A como el B a causa del 
arreqlo asimétrico de las cadenas laterales de les pig
mentos biliares. constan de' uricr r::i0:clc: de isómeros 
que se diferencian únicamente en la posición de los 
grupos vinilos y metilos en la cadena. Estos isómero~! 
se han podido separar cromatográficamente pero 
como se comportan de manera similar en el sistema 
descrito se les toma como si fueran una sola substan
cia. 

De estudios crornatográíicos, enzimáticos y de
terminaciones cuantitativas se ha llegado a la conclu
sión de que los picmcmtos biliares que reaccionan di
rectamente en la_, prueba de Van don Bergh, están 
formados de bilirrubina y ácido glucorónico. Talefant 
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(6) ai trala.r bilis purificada de perro por electroforesis 
ccmprobó que el pigmento II está siempre asociado 
al ácido glucurónico en una proporción de 1 a 2. Esta 
unión es de tipo éster y en ella participan los grupos 
carboxilíncos de la bilirrubina (7). Shachter ha com
probado que la unión es de tipo carboxíl glucurónico, 
por su capacidad de reaccionar con la hidroxil amina 
para formar hidroxamatos. 

También se ha observado que el tratamiento 
con álcali da lugar a una conversión completa de pig
mento directo a bilirrubina. En el pigmento I se iden
tifica ácido glucurónico en proporción de 1 a 1 y al 
diazotar produce los azopigmcntos A y B por lo que 
se ha liegado a la conclusión de que el pigmento I es 
d n:onoglucuronidato de bilirrubina. Puesto que en 
e:l p'.gL~en:o II el ócido glucurónico esté en mayor 
cantidad (relación 1 a 2 y sólo produce pigmento B al 
dio;::otorse) se ha concluido que e! pigmento II es el 
cEc1lucuróníco de la bilirrubina. 

En el Instit1J.to Nacional cie la Nutrición donde 
1-:ay gran ccnccntrcció1·1 de enfermos hepáticos, existe 
grcm ir:.terés en es~udiar la distribución de los pig
mentos bilic.:ros E.n les mismos, r:;m lo cual se estudió 
el método de separación de los compuestos por cro
matografía E:n fase reversa según lo han descrito 
Coie, Lathe y Billing (3, 8). 
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II.-MATERIAL Y METODOS. 



MATERIAL Y :METODOS 

El méiodo desarrollado está basado en la técm
ca descrita por Cole, Lathe y Billing (3, 8) en la que 
se usa el evaporado de un suero desproteinizado que 
se pasa a través de una columna cromatográfica don
de se separan los pigmentos I y II. 

A un ml., de suero ictérico, se le adicionan 0.18 
ml. de solución saturada de sulfato de amonio y 2.5 
ml. de alcohol etílico, se agita y se deja reposar en 
la obscuridad por medio hora, se centrífuga, y se to
n-:.a ur;a alícuota. Es:a se svapora al vacío a menos 
ele 40 grados C. El evaporado se trata con 0.5 ml. de 
la Íase acuosa de un sistema de solventes compuesto 
ds: butcnol, agua y omortiguador de fosfatos pH6 (50, 
45 y .5 partos respectivamente). 

Les pigmentos biliares disueltos en medio mili
litro de la fose acuosa, son transferidos a la parte su
perior de la columna, la cual está formada de tubos 
de vidrio de 12 mm. de diám. que contienen 1.5 g. de 
Kieselguhr tratado con silicona. El Kieselguhr ha sido 
homogeneizado con 0.8 ml de la fase menos polar y 
l O ml de la más polar del sistema de solventes usado. 

Los pigmentos se separan al hacer pasar a tra
vés de la columna 4.5 ml de la fase acuosa. Una vez 
separado3, so sacan en fracciones para determinar 
la intensidad de color según la reacción de Van den 
Bergh pero en el que se usa diazo reactivo unido a 
alcohol y a una solución amortiguadora de fosfato 
dibásico, dando un pH de 4.1. Estas soluciones elu
ycn los pigmentos de la columna. 
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Además de los reactivos empleados en el méto
do anterior se describen otros que fueron usados al 
estudiar la influencia de algunos factores que pue
dcm modificar la determinación, según se verá en re
sultados. 

Alcohol etílico de 98%. 
Alcohol metílico absoluto. 
Cloroformo Q. P. 
Bilirrubina cristalina. 
Acido sullanílico. 
Nitrito de sodio. 
Sulfato de amonio. 
Fosfato di básico anh. 
Fosfato monobásico, anh. 
Acido tricloroacético. 
Acido clorhídrico. 
Alcohol butílico. 
Celita. 
Syl Gard 17. 
Azul de bromo timol. 

Solución de ácido sulfanílico. 
l gr. de ácido sulfanílico llevado a un lt. con 
HCl 0.25 N. 

Solución de nitrito de sodio. 
0.5 gr. de nitrito de sodio en 100 ml. de agua 
destilada. 

Diazo reactivo. 
0.3 ml. rle solución de nitrito d~ _sodio con 10.0 
rnl. de solución de ácido sulfamhc?; Este reac
tivo debe ser de reciente preparac1on. 

Diazo Blanco. 
Solución 0.25 N de HCl. 
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,.. l ., , 1 ' ;:.o uc:\O!-i ce i:osmlo al 1.43%. 
1 i:1 ') rrr de ( f 1 ,.J. b ' . 

ºl.0 '.::.- . . ;OS GlO L'.l as1c:o 
d :::::. tilccla. 

en un lt. de agua 

Diaz-:i reactivo alcohólico . 
. Solución de ácido sulfanílico 
Solución de nitrito de sodio. · 
Solución de íos'.atos 1.43º/:i 
Alcohol etílico. 

Moclilicaciones: 
Diazo reactivo alcohólico (a). 

Solución de ácido sulfanílico. 
Solución ele nitrito de sodio. 
Solución de fosfatos 1.43% 
Alcohol etílico 

Diazo blanco alcohólico (a). 
Solución de ácido clorhídrico 0.25 N 
Solución de fosfatos 1.43% 
Alcohol etílico. 

Diazo alcohólico (b). 
Solución de ácido sulfanílico. 
Solución de nitrito de sodio 
Solución de fosfatos 1.43% 
Alcohol etílico. 

10.0 ml. 
0.3 ml. 

20.0 ml. 
90.0 ml. 

10.0 ml. 
0.3 ml. 

20.0 ml. 
50.0 ml. 

10.0 ml. 
20.0 ml. 
50.0 ml. 

20.0 ml. 
0.06 ml. 
20.0 ml. 
50.0 ml. 

Acido sulfcmílico "doble". 
0.2 gr. de ácido sulfanílico en 100 ml. de solu-
ción 0.25 N ele HCI. 

Diazol alcohol doble (e). 
Aciclo sulkmílico doble. 
Solución Je i-,itrito de sodio 
Solución de fos[aios 1.43% 
A1c:ohol edlico. ' 
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Acido tricloroacético. 
Soluciones de ác:ido tricloroacético al 1 O 20 40 
y 60°/

0
. I I 1 

A.'Ilortiguador de fosfatos 0.5 M. 
Solución A. 
0.69 gr. de fosfato mono básico en 100 ml. de 
agua destilada. 

Solución B. 
0.71 gr. de íosbto dibásico en 100 ml. de agua 
destilada. 

Solución amortiguadora de 
fosfatos pHG 
Solución A 
Solución B 

Sistema de solventes. 
Butanol. 
Agua. 
Amortiguador de fosfatos pH6 

Diazo alcohol metano! doble. 
Solución d ible de ácido sulfanílico. 
Solución de nitrito de sodio. 
Solución de fosfatos 1.43%. 
Alcohol metílico. 

Solución saturada de sulfato de amonio. 
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III.-RESULTADOS. 



RESULTADOS 

! ~e estuci,iaron algunos factores que pueden in
ilue~c1ar la tecmca anteriormente descrita a fin de 
r:re~1sar que tanto aíecta a la determinación las va
n~c1ones qu~ se intrcducen, de modo de hacer el 
metodo lo mas reproducible posible así como también 
para tener especial precrn.:ción en el manejo de aque
llos f actor2s q110 tengan una influencia más marcada. 

Los factores estudiados son: 

a). Preparación de la columna. 
b). Precipitación de proteínas. 
e). Vari-:::rciones al eliminar el alcohol del sis

tema. 
d). Variaciones en el desarrollo de color_ 

ex). Preparación de la columna. 
Debido a q'...!s no f ué posible adquirir el Kiesel

gurh usado por Cole y Lathe se probaron otro tipo de 
materiales corno son: Caolin Atapulgite, Attasorb, y 
celita que fue la que dió mejores resultados. Esta de
be siliconizarse; oreviamente, para lo cual se hizo uso 
del Syl gard 17 de Dow Chemical, que se diluye P!e
viarnente en agua caliente y a éste líquido se le _ana
de la celita, se ogita, se deja reposar y se filtra. Cuan
do ha quedado seca se ve si flota en agua, lo que 
indica que la siliconización fué efectiva, después se 
comprueba si está neutra el azul de bromo timol, en 
caso contrario se lava con alcohol metílico. So seca 
a 110 grados centígrados y queda lista para usarse. 
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Se emplearon como columnas tubos de vidrio de 
8 mm. de diámetro interior con un tapón horadado 
en su parte ir,.f erior que se cubre con una pequeña 
capa de algodón, se llenan con una mezcla homoge
neizada de 1.5 g. de celita con 0.8 ml. de butanol y 
10 ml. de la fase acuosa dsl sistem::x de solventes. La 
celita se hc!71ogeniza primero con el butanol y des
pués se le añade la fase acuosa. La columna se em
paca: por corriente ds- aire a una presión constante. Y 
al terminar éstG se colo:::a en la parte superior un 
circulito de pope! filtro con objeto de que al agregar 
el probk me. le columna no pierde ~3U uniformidad. 

Las columnCJs hechas con 1.5 g. de celita quedan 
muy pc:que11:::r:3 (8 cm.) y al hacer la separación del 
pigmento Il por correr más rápido, se sale de la co
lumna, Dor lo que :nejor se hicieron de 2 g. Pera estas 
se utiliz·a l 1-:11. clt:· iose estacionaria y l 3ml. de la mó
vil; se obtienC:> asi ia columna de 10 cm. de longitud 
que permj tr :3cpc::rc-:r más nítidamente los pigmentos. 

La sepc:rc:ción queda ::l.e la manera siguiente: 

1.--Lc bi'.irrubir;;"J libre, que no corre y se queda 
en la carte superior de la columna. En esta determi
nació~ no se torna en cuenta lo: bilirrubina lib:-e. 

2.El pigmento I que se encuentra en el primer 
tercio 

3.-El pigmento II que se localiza en la parte 
inferior. 

Las tres bandas son aparentes aun antes de b 
elución y desarrollo del color. 

La columna se saca del tubo de vidrio y se di-
. . 0 i'engan cada uno un 

vide en \res porciones que c 1 1 
• d bl . 2 5 ml de d10zo o e 

pigmento y se les extrae con .. 1 . b d nte el 
alcohol, se centrifuga, se separa e so rena ª ' 
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~esiduo se vuelve a extraer con 2.5 ml. de etanol, se 
¡untan los dos extractores y se leen en Bausch & 
Lomb. Co. a una longitud ne onda de 525 mu. 

~a Preparación de la :-olumna es uno de los fac
tores impor~?ntes en la ?e'.erminación. Se debe pre
parar la celna en pequencs cantidades (alrededor de 
50 g.) Y aun así no todos l )S lotes resultan convenien
tes, sin que haya sido po ;;ible precisar las causas de 
las fallas. 

b ). V ariacion8s al precipitar proteínas. 

1.-Se precipitaren las proteínas con una can
tidad lija de etcnol: 2.5 ml., y cantidades variables 00 
solución sa'.uradcr de sulfctc de cmcnio de 0.09 a 0.36 
ml. y se observó que aparecía turbidez en algunos 
tubos que impedía el corrcc10 desarrollo de la reac
ción colorimétrica. Al parecer la combinación más 
:onveniente fué aquella en la que se usó 0.18 ml. aún 
c:uando con 0.09 y 0.27 ml. se encuentra mayor por
centaje de recuperación hc::cho que por lo demás no 
r , 
1ue constante. 

2.-Con una cantidad fija de: etanol de 2 ml. Y 
naciendo la s mismas variaciones d8 sulfato de amo
nio se observa una turbidez en todos los tubos a 
~xcepción de los que contiEmen 0.18 ml. de la solu
dón saturada de sulfato de amonio. E1 mayor por
centaje de recuperación para las mezclas de etanol 
Y sulfato de amonio fué de 80%. 

3.-Se estudió también la precipitación de pro
teínas con diferentes concentraciones de ácido triclo
ro acético, para este objeto se us;-:rr.on 2.~ ml. de ,e~a
nol y 0.18 ml. de soluciones de ac1do tn~loroaceti;:o 
al 10, 20, 40 y 60~~· Solament2 se observo des~rr1o lo 
de color en la solución al 10% perc: en menor m 
sidad comparada con la que se uso sulfato de e o-
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nio. Con las otras concentraciones se observó un co
l~r verde debido tal vez a la transformación de los 
pigmentos. 

4.-. También se hicieron experimentos variando 
las cantidades de alc:ohol ds- 0.5-4 ml. sin usar sul
fato de amonio, se obtuvo buen desarrollo de color 
en los tubos que contenkm 2. 2.5 y 3 ml. de alcohol. 

Debido a que lr:i: mayor ostabilidad de la reac
ción se obtisw~ con o 18 ml de sulfato de amonio y 
2.5 ml. de alcohol etílico, los experimentos posterio
res se hicieren con e:;tos cantidades. 

Variaciones en el tiempo de reposo. 

5.-Se investigó el e!ecio de la luz, obscuridad 
'f enfriamiento durante el tiempo de reposo antes de 
desarrollar el color. Se sncontró que los pigmentos 
no se conservan en la luz y a lo que parece es para
dójico tam¡::occ en frío. 

6.-Variación del tiempo de precipitación de 
proteínas. Se observó una variación mínima entre los 
30 y 60 min. 

c).-Variación al eliminar el alcohol del sis~ema. 

Por la nc::ces:dad de eliminar el alcohol del so
brenadanle que se obtiene al precipitar las proteí
nas, se emoleó liofilización y evaporación al vacío. 
(evaporado-r Vollrath. Co.) Se decidió por el segundo 
por ser menos elaborado. Se hicieron pruebas va
riando la temreratura de evaporación desde 30 hasta 
50 grados e ~unc¡uc psr supuesto la rapidez del p~o
ceso está en !11nc!ón de la temperatura Y del vac10, 
la bilinubino se 'k;;truyó más rápidamente a tempe
raturas dcvrnki:; :-'." ~om¡-:;robó que el tiempo de ev~a
poroción es nnr;cr\rmtr ya que t::l pigmento se dana 
cuando !n .-J 11 rr: ·ié:n +·-.j mótodo es mayor. La tempe-
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ratura esco~i;Jo iuó de 38 gredas a la cud se efectúa 
la evaporcc1on er. unos cuan!os min. 

d). Variaciones en el desanollo de color . 

. 1:-Para los experimentos que se hicieron al 
prec1p1 tar les pro;eínas se usó un ml. de diazo reacti
vo Y 5 ml. ,,de: -:::~::.:ohcl. Se utilizó alcohol etílico y 
alcohol metl::cc, -:Y1r1:lo mejores resultados el alcohol 
metílico. 

2.-lv1o.s ::_.:~:.:e .:e :::::.:uordo con b técnica origi
nal, se er:::-::!r-::-on 8 r::! de diGzo rsactivo, mezclado 
Previarr:r.r•n --,-.n ,-.i~,-.'-,,-.] r:>'í]¡'ro 'Í 

11osfato c:1 1 43°1 --···'-- .,_. '-"-•-v •. v • .._,l _, , 1 J. • /o 
pero c:on ~:·::: 11cr :::::;;:i-:.l-_~'.:i de Gtanol (50 ml.) va aue 
con 9C :::;u·::'·:~: :·,;:~;'.e T~1mbi¿;·n se comprobó qÜc s( se 
agregci un :·n] c:-:~r::::r de diazo reactivo, el color se in
tensi'.i::::a y r;::w::i r:G +cncr un exceso ds volumen se 
hizo e! "-i:":r:·r, '.lcbie" 

CcmG c:l ur, principio se obtuvieron m8jores rn
sul:acics -:.:: '- :'.l!::'-::r okohcl n1E:',ílico, se hizo un diazo 
alco'."!6Lco "':::~! ;;,r·.•r:r.cl, psro se observó que al agre
qcr lo r:\ r:;rrt,)r-;nr~ r;::ic cruc.cla turbo, por !o que se 
.. • ' ' ' 1 l .'1 ' 1 1 l J, 1 . " 1 bl " 
SlgU:ó ::-,...~.c<c:.-:'J'J '::C~' C. r_¡tC:ZO ci.r:;cr;Q 8LL1CO 00 ~e 

e). PorciEnto de recuperación. 
Pr:ra srJ'.:'Jf C'! purcentaje de recuperación, se 

tomó r::'JmD l í)f, 'J lnctura cbtcnida en el suc;ro ori
gincl sscrún 1-::: +&cnir::o de Mrilloy Eveling (] 8), a la 
::iue s,-, r~ 1irieron h;; lr;cturos obtenidas en las dife
r~ntcs r_:cn-ri!cionr::s cmteriormr~nte descritos. 

Les pc,rc:cr:tr..:jr:~,; obtenidos fluctúon de 50 o 80%. 
Estas rJi:;r;rc:;pr;;:r;ir;s :;l pGrccer se d8ben, no tan,to, o 
lc:s msrJ'.:'.-_:,...~r;ir_,1n<:~; hechas, como a] suero en Sl.' ye 
que sr:; '.-1'.r:'.crr,ri 'VJfir:s dr:terminaciones con el mismo 
fJViCC:-·rJ:r-:v·n'r

1
, íJt:fO r:on r]iforCJnle suero, DO enc~n-

1 J . ·c-rur«] r:>n lcic· rr,...11r;rrrJr·10-
~rcrnr_,r, r_:;r:r;r; 'jnr; tr:nr cnc10 l:::i -" .;. '•)' -~ ¡- ~' ~-

nes 0b~0r.irJr1c; 
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Bilirrubina Cromatog-cafí.a 
pig. bilietre!l 

Enfermo Diagnóstico Comprobado por Directa Indirecta %1 %Il 

F. N. Metástasis de adenocarci-
noma poco diferenciado. Biopsia 19.8 1.62 57.5 42.5 

?. L. Cirrosis hepática. Clínica, biopsia 
ds hígado, lo-
b'.:::>ra torio. G.30 3.7?. GS.5% 34.5'/0 

A. D. Hepatitis por viru::;. Laboratorio 
clínica. 2.66 0.40* 66.1 33.9 

l. M. Ca d.d póncheas~' Biopsia 5.0 1.37 59.4 45.1 
':=;.C. T Hcpcititis reactiva. Radiografía 

peritoneos-
copía ] 2.16 0.28 62.2 37.8 

R V. Cok·sEti.s crónica Autopsia la-
Biopsia G.52 íl.85 58.0 42.0 

S. C. Hepatitis, L8tiasis vcs:cu-
lar y coledosicma. bora~orio. 57.40 9.20 35.7 64.3 

Ma. V. Hepatitis. l .aboratorio 
clínica. 3.48 0.70 04.4 35.6 

* El padecimiento tenía un tiempo de evolución prolongado 



IV.-DISCUSION. 



En la tabla I se presentan los datos de 8 enfer
mos en los que se realizó el procedimiento. 

DISCUSION 

El desarrollo de esta técnica es de gran impor
tancia en la clínica, ya que es prometedora en el sen
tido que con ella se puede obtener una diferenciación 
entre las ictericias hepatocelulares y las de tipo obs
tructivo, según se encuentre una mayor proporción 
de pigmento I ó II en el suero del paciente. 

Se ha encontrado que en cada uno de los facto
res que intervienen en la reacción presentan fallas de 
difícil solución, por lo cual se debe -tener especial cui
dado durante el desarrollo de Eeste método. 

Es necesario tomar en cuenta los siguientes he
chos: 

Hay pérdida al precipitar proteínas, ya que se 
nota la presencia de color amarillo en el paquete de 
proteínas precipitadas, y además da una reacción 
positiva a la prueba de Van den Bergh. (Se trató de 
extraer el pigmento perdido, probando diferentes sol
ventes, pero no se obtuvieron resultados satisfacto
rios con ninguno de ellos. 

Por ser muy pequeña la cantidad de líquido en 
la que se disuelve evaporado, no llega a ser suficien
te y parte del pigmento se queda adherido a las pa
redes del matraz donde se evapora. Esta pérdida se 
atribuye más bien a bilirrubina libre y no a pigmen
to I y II, ya que el líquido en el que se disuelven es 
agua saturada con butanol en la que los pigmentos 
I y II son bastantes solubles, y la bilirrubina se di
suelve en solventes orgánicos. 
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Por otro lado no es posible aumentar la caI1ü
dad de líquido de disolución ya que se afectarían las 
condiciones de la columna. 

Por todo lo anterior puede decirque aunque la 
técnica no es absolutamente cuantitativa, es de gran 
importancia ya que puede precisar cual de los dos 
pigmentos I y II se encuentra en mayor proporción. 

En vista de que la técnica presenta dificultade:::: 
para su desarrollo que son difíciles de vencer, es pre
ciso, en vista de su importancia, seguir trabajando en 
este campo hasta obtener un procedimienio de más 
fácil mar..ejo que esté al alcance de los laboratorios 
de análisis clínicos. 
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V.-CONCLUSIONES. 



RESUMEN Y CONCLUSIONES 

1.-Se estudió la técnica de separación de los 
pigmentos biliares (monoglucurónico y diglucurónico 
de bilirrubina por cromatografía en fase reversa se
gún el el método descrito por Cole, Lathe y Billing. 
(3, 12, 13). 

2.-Se logró la separación de los pigmentos que 
dichos autores han descrito, y se estudiaron algunos 
factores que intervienen en la determinación: Precipi
tación de proteínas, variaciones durante la evapora
ción, durante la pr·~paración de la columna, y varia
ciones durante el desarrollo del color. 

3.-Muchos de estos factores afectan de manera 
importante, con pequeñas variaciones que no son fá
ciles de controlar por lo que hay que ajustarse extric
tamente al método descrito. 
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