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INTRODUCCION 

En la evaluación de un nuevo método es necesario an! 
lizar un determinado número de soluciones. estandar, hasta que se 
pueda conocer en qué rango la absorbancia. es lineal con la con -
centració~. Las determin~~iones sucesivas nos mostrarán si loa -
resultados son reproducibles dia con día o con diferentes equipos 
de reactivos. En la mayoría de los casós es aconsejable agregar -
cantidades conocidas del constituyente a especímenes en varias e­
tapas del procedimiento,. se realizan los análisis y se determina­
la "recuperación" para.s~ber qué cantidad se pierde durante la -­
precipitación de las.proteínas o en alguna otra fase del método.­
Finalmente, si se desea reemplazar ·el nuevo método por el que se­
está usando, es necesario comparar ~boa métodos y aceptar el nu~ 
vo método sé.lamente ei lbs resultados son estadísticamente acept.§: 
bles. 

Una de las determinaciones más frecuentemente pedidas 
en.\. el laboratorio clinico es la determina<(iÓn de glucosa. La glu­
cosa es un monosacárido ;que contiene 6 car.bones (hcxosa). Su fór­
mula puede ser escrita en la forma enol o aldehído. En solución -
alcalina se favorece el cambio a la forma enol. La presencia de -
una doble ligadura y, carga negativa en la forma anión enol hace a 
la glucosa una substancia reductora activa que permite su determi 
nación analítica. La gluc'osa-en solución alcalina caliente reduce 
iones metálicos, tales como ion cuproso a cúpri~o, y el cambio de 
color indica en forma presuntiva la presencia de glucosa. 

1 
En la glucosa.los grupos áldehído y alcohol pueden 

reaccionar con el· grupo hidroxilo del carbón 5 y, con esta estru~ 
tura·ciclica, el grupo hidroxilo en el primer carbono puede estar 
a la derecha o a la izquierda. La forma con el grupo hidroxilo a­
la derecha es llamada °';·D-glucosa, y el de la izquierda P-D-glu­
cosa. La glucosa común cristalina anhidra es la forma •-D. La -­
forma f:3-D es obtenida por cristalización con ácido acético. La -
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rotación en la·luz polarizada de lá forma oc.-D es de +113ºy la -
de f:J -p es de +19. 7 •. Cualquiera de la:s formas en solución acuo­
sa produce una mezcla en equilibrio con una ro.tación específica­
de +52.5•. A la temperatura ambiente el "equilibrio se establece~ 
existiendo 36% de la forma oc. y 64% de la fornia /3 • La. enzima gl~ 
cosa oxidasa sólamente reacciona con la 1forma 13. 

El ion ferr~cianuro en solución alcalina caliente (~ 
marilla) es reducido por la glucosa a ion ferrocianuro (incolo -
ro). La disminución en color del ion ferricianuro medido a 420nm 
es proporcional a la concentración de glucosa. El reactivo blan­
co tiene la mnyor absorbancia y las mediciones de glucosa en ni­
veles normales o bajos e~ menos exacta al utilizar el/método ma­
nual, ya que la diferencia entre las grandes absorbancias ep'me­
nor. Con este método se obtiene mayor exactitud utilizandolauto­
matización. En este método interfiere~ con la determinación o -­
tras substanci.as reduc.toras como la creatinina y el ácido úrico­
y, por lo tanto, sueros, 'de pacientes con uremia dan valores ele­
vados falsos. 

En los métodos de determinación de glucosa por redu~ 
cion de cobre, la glucosa en solución alca!ina caliente reduce -
los iones cúpricos a c~pbosos. La reacción no es estoiquiométri­
ca y depende de la alcalinidad, tiempo y temperatQ~a de calenta­
miento. La reacción es reproductible y permite obtener resulta~~ 
dos cuantitativos cuando junto con la muestra se trabaja.n.estan­
dars (9)., 

En el método'de Folin~Wu las proteínas séricas son -
precipitadas con ácido t~ngstico y se utiliza en la reacción el­
filtrado claro (9). La cantidad µe sacaroidea alcanzan valores -
hasta de 35mg por 100ml .<?)~ ' 

La glucosa .oxidasa es una enzima que cataliza la oxi 
dación a áf ido glucónico; si a esta reacción se agrega la enzima 
peroxidasa y un aceptar de oxígeno cromogénico, como la o-diani-
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sidina, se puede determinar la glucosa en forma específica. Debi 
do a que la glucosa oxidasa actúa específicamente sobre la for­
ma f3-:D y la glucosa en solución existe en un 36% en la forma oc. 
Y en un 64% en la forma 13, es necesaria la mutarotación de la -
forma oc. a la. (3 ; ésto se lleva a cabo agregando a la reacción -­
fosfomutasa. En la segunda etapa la peroxidasa es menos específi 
ca y el ácido úrico, ascórbico y glutationa inhiben ia reacción. 
La mayoría de las substancias interferentes se pueden eliminar -
utilizando el filtrado 'de Zomogi zinc. La contaminación con cat~ 
lasa de la glucosa oxidasa disminuye el color final al competir­
por el peróxido de hidrógeno con la peroxi.dasa. Los métodos de -
glucosa oxidasa no· se pueden utilizar con orina debid.o a la gran 
cantidad de inhibido:res que presenta (9). 

Existen en la actualidad varias aminas aromáticas -­
que reaccionan con la glucosa en una solución de ácido acético -
caliente, tales como la anilina, benzidina y 0-toluidina. La 0-­
toluidina se condensa con un erupo aldehído de la glucosa para -
formar una mezcla en equilibrio de glucosamina y base 8chiff. D~ 
bowski determinó glucosa sérica con este' método y un método de -
.ferricianuro alcalino y encontró buena correlación. Este método­
se puede utilizar en suero,. plasma, liquide céfalorraquideo y o­
rina (9). La adición de tiourea mejoró su.sensibilidad (6) yac­
'tualmente existe un: método que no requiera desproteinización (9) 
del suero, plasma, etc. 

En este trabajo se desea comparar un método de gluc2 
sa oxidasa a la cual se agrega el doble de la enzima glucosa ox.!, 
dasa para obtever la oxidación completa de la glucosa durante la 
incubación, la adición d'e amortiguador tris para aumentar la es­
tabilidad de la glucosa oxi.dasa y que inactiva maltasa y después 
de la incubación con glucosa y peroxidasa el ph se ajusta a <0.5 
con ácido sulfúrico pa~a doblar 

1

la absorbancia (8), y un método-
de 0-toluidina que no requiere desproteinización (9). · 
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MATERIAL Y METODÓ~ 

Se utilizó sangre de bovino obtenida por puncioÍ~n­
jla ve~a ~gular, la cual se dejó coagular espontáneamente y se -

Jcentrifugo' para obtener el suero, el cual se guardó en refriger~ 
ción hasta perder su actividad total determinada por los métodos 
de 0-toluidina (9) y glucosa oxidasa (8). 

El procedimiento utilizado qon las muestras es el r~ 
comendado para comparar métodos cuantitativos por Barnett (1). 

La prueba de reproducibilidad (tabla'"!) se realizó -
a~regando glucosa químicamente pura en tres diferentes concentr~ 
ciones: bajo 50 1 intermedio 100 y alto 150 mg por 100 ml. Fara -
la prueba da recuperación (tabla 2) se agregaron 50 1 100 y 150 -
mg por 100 ml al suero c9nteniendo 150 mg por 100 ml, y determi­
nando la glucosa por triplicado con los métodos manuales mencio-

• 1 , h & nados anteriormente y con colorimetro espectrofotometro Bausc 
Lomb, Espect~onic 20. 

Se preparó µna curva de calibraciónÍusando ambos mé-' 
todos, utilizando cóncentraciones de glucosa de 50, 100, 150, --
200, 250 y 300 mg por 100 ml. 

Se calculó la media (x), desviaciónlastandar (8), -­
prueba de T (T), incli~ación (INC), rango (R), la desviación es­
tandar de las diferencias (SD) y la varian~a./a.e las medias de -• 
las diferencias (S:XD) de.acuerdo a Barnett (1). 
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TABLA 1 ! 
RESULTADOS OBTENIDOS CON LOS METODOS DE GLUCOSA OXIDASA (GO) 
Y ORTOTOLUIDINA (O). 

PRUEBA DE REPRODUCIBILIDAD 

Concentraciones 
Ba.ia Mediana Alta 

r---~w.;;;..---r--..=.:.;;:~::::,:::..__--,r--_ ___;~:::_------1" 

~~ 100~ 1~$· 

GO 

49.2 
47.5 
L~9 .0 
50.5 
49.2 
52.0 
50.5 
49.2 

. 50.5 
49.2 
53.5 
52.0 
49.2 
49.2 
50.5 
49.2 
46.2 
50.5 
49.2 
49.2 

o 

50.0 
50.0 
51,5 
51.5 
51.5 
55.0 
53.0 
55.0 
50.0 
5'1.5 
55,0 
53,0 
53.0 
51.5 
57.0 
57,0 
56.0 
47.0 
50.0 
55.0 

GO 
1 

103 
98 
92 
92 

103 
1 92 
. 94 

94 
98 

103 
108 
108 

92 
l 98 
·108 

98 
108 

94 
108 

94 

o 

97,1 
82.4 
84.6 
89.4 
89.4 
97.1 
97.1 
97.1 

102.6 
102.6 

99.7 
94.5 

1 

102.6 
110.0 

1 

·im~ • .'.$ 
99.7 

117.7 
1 110.0 

117.7 
99,7. 

-GO 

151.5 
156.0 
160.5 
148.5 
148.5 
144.0 
156.0 
144.0 
143.0 
156.0 
148.5 
144.0 
143.5 
143,5 
156.0 
160.5 
151 ,5 
148.5 
151.5 
14-4.0 

o 

150 
. 152 

150 
153 
155 
153 
148 
152 
148 
150 

. 1'+8 
153 
154 
150 
150 
152 
152 
150 
154 
149 

y• 49.95 ~ª 52.5 j= 99,75 ¡~e 99,75 ~= 149.9 /x= 151,15 
s= 1.79 s= 2.36 s= 6.14 ¡s= 9,35 s= 5,76 Is= 12.3 
R= 9.70·¡. R= 7.30·¡. R= a.12·r. R= 8.04'/. R= 5.a3·f. /R= 2.31-.r. 

INC= -2.60 
T= 11.26 

3D= 3.08 
SxD= 0.68 

X:, 'J-:i= Medias 
R= Rango ' 

INC= Inclinación¡ 
s= Desviaciónlestandar 

INC= 1 
T= 4.47 

SD= 8.11 

SXD= 1,81 

INC= 1,25 
Ta 5,58 

SD= 5.89 
SXD:: 1.31 

¡ P= Prueba de T 
SD= Desviación estandar de -­

. las di.f erencias 

-·5 -

SXD= Varianza de las medias de 
las diferencias. 
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Tabla 2 

PRUEBA DE RECUPERACION · 

200 •J. 

GO o 

204.0 200.0 
196.0 1 196.0 
204.0 203.0 
196.0 202.0. 
200.0 204.0 
204.0 196.0 
196.0 199.0 
196.0 203.0 
200.0 205.0 
200.0 192.0 
204.0 

1 

192.0 
196.0 200.0 
204.0 200.0 
200.0 201.0 
200.0 201.0 
204.0 196.0 
196.0 200.0 
204.0 204.0 
196.0 

l 
196.0 

200.0 198.0 

y= 200 :x= 199.40 
s= 11 .2 !- 13.75 :s= 

R= 2 .o ".l. :R= 3.03·.r. 

' INC= .6 
T= 0.68 

SD= 5.os 
SxD= 1.13 

x, y= Medias 
R= Rango 

INC= Inclinación 

1 

Concentración Alta 

250 -,¡. 300 "/'. 

GO o GO o 
" 

247.5 292.0 306.0 300.0 
247.5 260.0 300.0 297.0 
245.0 242.5 291.0 291.0 
255.0 242.5 294.0 291.0 
240.0 242.5 300.0 297.0 
247.5 242.5 306.0 294.0 

.245.0 292.0 300.0 306.0 
240.0 245.0 291.0 309.0 
240.0 252.0 306.0 306.0 
255.0 242.5 300.0 291.0 
247.5 257.5 300.0 1 297.0 

' "247.5 l 252.0 

1 

294.0 1 300.0 
255.0 1 245.0 294.0 l 300.0 
245.5 ¡ 245.0 300~0 306.0 

'24-5.0 252.0 1 294.0 300.0 
240.0 257.5 309.0 291.0 
245.0 252.0 294.0 297.0 
240.0 260.0 300.0 309.0 
255.0 242.5 306.0 306.0 

. 247. 5 1 260.0 294.0 300.0 
1 ¡ 

~= 246.5 \~= 255.3 - 1 -y= 298.9 IX= 299.0 
s= 5.3s Is= 5.91 8= 5.08 ¡S= 14034 

Re: 3 • 24 º/. l R= 9. 79 '1. R= 3.01 ·1.IR= 3.01 ".f .. 

INC= -8.80 INC= 0.10 
T= 38.33 T= 0.447 

SD= 14-.67 SD= 8.38 
SxD= 3.28 SXD= .1,87 

T"' Prueba de T 
SD= Desviación estandar de 

las diferencias 
a= Desviación estandar SXD= Varianza de las medias 

de las diferencias. 
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DISCUSION 

En la prueba de rerpoducibil1úad, analizando la me -
dia, desviación estanda~ y rango, se encontró mayor exactitud y­
precisión con el método de glucosa oxidasa e~ las con~entracio -

. nea bajas, medias y altas; sin embargo, ae nota poca diferencia­
entre los i•esul tado13 obtenidos con ambos métodos. 

En la prueba de recuperación se observa que la dif e­
rencia entre los valorea obtenidos no es mayor de t2 DS y ésto­
se encuentra entre límites admisibles para poder utilizar el nu~ 
vo método, no existiendo un gran número de grandes discrepancias. 

: ' 

El grado de sensibilidad del nuevo método sugiere su 
utilización para determinar glucosa s~rica en bovinos. 

RESUMEN Y CONCLUSIONES 

Gon respecto a calidad, el método tiene una exacti -
tud y precisión adecuadas para diagnóstico clínico, buena sensi-

' . 
bilidad y resolución. El método ea simple de realizar, económi -
co, rápido, los reactivos son fác~les de conseguir, no requiere­
una desproteinización previa y compara perf ectam~nte con el mét2 
do mahual de glucosa oxidaaa. 

·Se compararon los métodos de glucosa oxidasa (3) y -
or.totoluidina (4) manuale's para determinar glucosa, utilizando -
un colorímetro espectrofot&metro Bausch & Lomb, Espectronic 20. 

1 

· Se encontró g,ue __ el método de ortotoluidina es exac -
to, preciso, con buena sensibilidad y resolución, simple y rápi­
do de realizar, económiqo, con buena .estabilidad de los reacti -
vos, sigue la ley de Beer-Lambert, en la cual la absorbancia es-

- 7 -
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proporcional .a la concentración (8), en concentraciones de 50 a-
300 mg, da re.sul tados co~parables a los de glucosa oxidasa. y es­

'' útil para diagnóstico clínico cuando se utiliza' suero de bóvido. 
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