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Hemosestudiado en el presente trabajofins

tecnicas de determinación fotometrioa del indoxilo,ui como
algunos de cue caracteres aromáticos de las reacciones con

que ee lo dona habitualmente.

El eemdio del indoxilo ee ha mostrado de gran interes en

el mejor conocimiento del metabolismo del triptofano y eu de

teminación automática en paéologiaee útil en el dim-ti

co y pronóstico de las inenficimoiae renales de distinto o­
rigen. (1)(2).­

Antee de considerar en detalle la reacción de Jollee,noe o­
cuparemoe eomeranante del origen del indoxilo en el organismo

y de algunas de sus propiedade- fisicas y químicas.

Comoee sabe el indoxilo ee origina en el triptofano de las

moteinae alimenticias; este aminoácidoeufi'epor acción bacte
riana una transformación a indol el que ee oxidado en el higa
do a indoxuo.
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El indoxilo en parte se combinacm el



ácido sulfúrico produciendo01 ¡star indozilsulfirico cm ¡al
potásioa n el indioán urinario o indonilsultato do pote-io.

En posible también que,on ciertas condiciones patológica
el indol u fome por 1a destrucción de las proteinas del or­
ganic-o en efecto,“ ha demostradoel aumentode indoxiluria
en la mmonia,plouruiu purulontou otc.(3).­

Las etapa. del metabolismodel triptófano a indoxilo son
algo incierta. ¡lor-o W( 4) admito una deaminación formándo

se ácido indol-propiónico del cual no “para luogo ácido acé­

tico o indol,e1 primero se oxida hasta 002 y 320w el indol

se conjuga con el ácido sulfñriu y glicurónico oliminándose

en esta foma no “¡inflam- y VanSilka (5) adniten en cam
bio una desearboxilación con producción da indol-etilamina.

Las siguientes reacciones indican los productos intermedios
formadoshasta ol indol.
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Los estudios de Houssay y colaboradores (6) han con­



tribuido a aclarar el origan,.tenc16n y mación del indoxi
lo on el organI-o.

El indomo u inn manda cristalino. de color amarillo
claro fusible a 89.311 solución Acid: n tran-form en una ma

n "amount" propiedad“M110”; codimln enlos al
cali. Magnum solucion“alcalina ¡o andan“climate
por el oxigeno del aire tomando el 1111135.311ciertas naccio

nu actúa con su fono. tautónera por ¡Je-plc en ponencia de
inatdna para dar Indigo rojo o indimbim (7).­



Wu”. 1:1indoniloseoxido.facilmentedando
una materia colorante azul la indigotina de Buyer o heni
indigotina de Haillard.A parte de indigotina según las con­
diciones do oxidación se forman proporcion-s variables de'

indirrubina y pardo de indigo; si la oxidación ea intensa
la indigotina desaparecey se origina isatina inoolora.Bs­
ta reacción m6 descubierta por Jari’e ) 8 )
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Ïndexile Indigetina deBaoyer
En 1913,Jollea da un metodo mas preciso que re

culta de oxidar simltaneanento el indoxilo y el tinol con
producción de una substancia roja que pasa a violeta por
acción de los ácidos concentrados y corresponde a la condon
sacibn da una molécula de imozilo con una de timol

En 1915 ( 9) publica este nino metodopara o­

rina y estableco,que la estructura del compuestovioleta es
del tipo de una cerulignona,pu‘s por desdoblamiento hidró­
litico,da acido antranilico y p.timolaldeh1da,en lugar de
o.timola1doh1daque se fcrmnria si aquélla estructura me­
AA An‘. +'Ï—».A¿vs-2:1-AJÁA- “unha-a- 11nmnn n An- AAM“\!--‘A A -1



lol-2 indolignom,y por otra parto ¡rima que ol o lor vio­
leta de loa extractos clorogómicos u debo a 1a noción dal
ácido clorhídrico cobro la timol-indolignom.

Losuqmm ¡iguanas omronn h reaccióndoJo­
nu ylla estructura de la mollculnAbdul-2 Maligna;

Reacción de Jolles

Indoxilo Timol

l

CHJ

Timol-indolignona

Estructura de 1a timol-indoligggng
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Tipo cerulignona Ac.antranílico p-timolaldehída

En acta reacción ao basan una soria dc “cni­

cal para al donadoda indonlo antro illa. la do lloniaa y sn
piro modificada por al DrJaazocco.WW (10).

Estos autor“ acomodan usar comoanticoagu­

lantaa da 1a sangre al oxalato do litiomu‘a al do potasio pa
roca inurtarir on al color do 1a reaccióan un frasco da

Erlamoyor oo colocan 5 oc.do plana onlatado,“ agraga 1­
gual volmon da agua destilada y ao precipita con 10 cc. do

ácido tricloraoótico. Dacpuacda 5 minutoa al contanido oa

filtrado an un tubo graduado y ao lo agrega lo gotas do co­

lución alcoholica da tino]. a1 6 %mia al oxidant- (pu-cloru­

ro da hiarro an-aolución clorhídrica) ,ac agita bien 1a mz­
cla y ae deja reposar 2 horas a1 cabo do las. cuales se lo

megan 5 cc.do clorofoi'mo que disuelva el canpucato violeta
form-¿doque separa cr; el fondo de]. tubo.



La tecnica modificada por el DrJlaazoco (11) es la

siguiente a A un tubo graduado que contiene 5 cc.de agua des

tilada se le agrega 5 cc.de1 plasmaonlatado,“ precipita
con lo cc.de acido tricloracetico al 20 S y se filtra sobre

papel Schleicher y Schüll n' 575 o bien se centrituga.Se pue
den recoger alrededor de 15 cc.El filtrado medidocuidadosa­

mente se coloca en un tubo de decantación,“ agrega l cc.de

la solución de timol al 5 S se agita,y luego se añaden lo cc

de la solución clorhipdrica de percloruro de hierro,se mez­
cla y se deja reposar 2 a 3 horas; es preferible dejar mas
tiempo (10 a 15 horas).Simltineamente se preparan dos testi

gos que contengan 0.05 cc.y 0.02 cc.de la solución de indi­

cano en lo cc.de a.triclorac6tico al lo S operandoen la mis

ma forma que con los filtradoa .Transcurrido el tiempo nece­

sario ae extrae on 2 cc.de cloroformo,“ agita suavementey
se los deja decantar efectuando finalmente una segunda extra
ccióncon l cc.de clororormo.

Generalmentebastan dos extracciones.La solución cloro

térmica a veces es ligeramente turbio por la presencia de

agua esto dificulta y altera las lecturas3es conveniente 1’11­
trar sobre un pequeño embudousando papel Schleicher y Sdfull

n° 598 o Whatman.n° humedecido previamente con 6 o 7 go­

tas de cloroformo.



Unavea filtrada la solución clerefóniea selereada ec

lava el papal de filtre sen 0.05 cede clerefene y se een
plata a un velmen dad. segúnla intensidad de celer,se va
1era luege el indicane per eelorimetria estableciame rela
cien al tenias llevado a igual volumen.
w.-(12).-m tecnicasdeCher-ayery Pepper,
Reanbergflilepeteok y Keaarakififln y Grúnerfiappapert y Et
gelberg tambienempleanla reasei‘n de Jones.­

Obamayery Popper,usan cameprecipitante del sure alcohol

de 96‘,1uago evapora el alcohol a bañe-¡aria,recuperands el
valumsncen agua destlldada.Para eliminar las substancias

perturbaderns defecan cen subasetate de plane al 10%ne eb­

servñndese precipitade,agregan seluciñn testbtúngstica de se
die al 10%,filtran,y llevan a velumende 100°.1usgp agregan
igual cantidad de reactivo de Obemyer (perclerure de hie­

rre en seluci‘n clerhidrisa que acüa o ne szidante) ,per últ:
¡e se hace extraccien can olsrsfem en caliente.
Ressdbergbasa su tecnica en el limite ds 1a sensibilidad de
la reaccián de Jelles.¡l suero se Ibfboa een ¡side tricleru

acitice y se colocan en una serie ds tubos cantidades erscic1

tes del f11trndo,a cada una se agrega l cc.de seluciln ales­
hslica de timol al 5 i O igual velunan ds reactivb de Obsrb

mayor.Después de veinte minutes se extras cen clerofbrme y
a las cuatro horaa se hacen las lecturas.



novato“ y Konrad uploon tmbion 0.o procipiunto ol
¡cido tricloroe‘tico ol 20 z. A2.5 cc dol filtrado oo lo

agregan l cc.do uno solución do timol ol 5 S y 10 cc.do1

rooch do Obonnyor .Al cobodo 20 ninutoo oo om» con
2 30.60 cloroforlo y oo loo ol rosultodo doopuoodo troin
to. minutoo.

Bill: y Grnnor -(13),doao.1bmi.nancon triclorncitico tratan

por timol y nativo do Obama]; cola-¡cion violoto.ob­
tenido se comparafotam‘triclmnnto.

Sharlit on 1932 (14) doocribo um “unico quo uploo cant;
dnd“ peqqu de “agro: A2 ec.do pluma diluido: con 3

oc.do agua se le agregan 5 cmdo triclorocitico ol 25 Si,"
contrifugn 10 minutos,” filtn,a 6 cc.do onto filtrado se
lo ogrogan5 goto. do poroulroto do potasio ol 15,3olnciol

do acido tricloncotico on ¡cido clorhídrico ooncontndo,a
¡"alumna-ng oo“por; ol liqudio“bros-dont.¡1
quo oo lo agrego 2 cc.do ¡cido “¡tico glacial pootorior­
montoao ofoc‘túonlas locura.WM" s-ant-ca1acrmcan
1/10 do su volunon con roactivo do Com-bona". agita y se

filtro.Se tm 2 o 4 cmdo filtrodo quo ao colocan on el
mismo tubo de docuntociin quo ao uso para plasma (ae uti­

liz‘ loa tubos de Grignut porn Coloatorol),se completa n
15 cc.cen tric33v¿c5tinc al lüñ se agrega 1 cc.de 1a 3913



cthdooh‘noadouna uófiiyu nmnSOoeJ-¡ol
nativo cuanto.

Se “paran 6 a 8 bom o ¡la sin inmuonton y ao ox
tra 1. thu-indole conelevaron-,30han.tr“ on­
traooimomuy“ hastacompletounvom d. 6 «un
untú» do“mi. paduadoJilu'nrpara01m ln tur­
ltdn en papa].doblahudson) om alentandmgo no ocn
pm «barnicth conunasolucun testigo.



Enggfizl_&ánnigg.-Enle. deterlinncienec de indezile emplee­

I“ le “union ¡edificada de ¡“nin y 811013.! Para efcctur
lu lectura recupleunn el colon-intropor el teu-otro.

El {btt-vtr. dc Pulfrich pOr-it16 flcillcnxe cl do­
eeJe de indexih evitando el uee de eelucienee tenian en

edo ¿atenuación celerinótrice le que ec una.venteJe,pu6e
cota IubItlncin cc cera y ¡o ilpecible ebtenci‘n en le ¡pece
una,“ ¡ue solucionennopuedenutilizarse deepueá'de
diez diu de prepared“ debido e que varian eu titulo.

r E ci .-El ueo de “filtros

eepectralee en los fotómctroe permite efcctuar lecturas cn
lee zona. dc máxima¡bsorción de le substancia,eliminando las

colcroe parásitos que pudieran eobrcagregaree cuando las de­
terminaciones ce efectúan en liquidos "guns!­

Lu lectura fotonetricn euelen expresar“ comoex­

tincion“ (E),cm “¿una de lu extincion“ o comopor­
centajes de transparencia (15 )

Hemosconstruido le curVe tipica de absorción dc una

solución pure de indolignone (1'13.n' l) producto de oxida­
ción del indoxilo en la reacción de Jollec,que noe ha per­
mitido conocerel filtro útil para nuestras determinacio­

nee,en ella dibudamoalos logaritmos de las extincionec en
función de laa longitudec de onda del filtroy comoce obeer

va en 1a misma el máximode absorción está en el S:55.Pare
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Figo 10' Curva tipica de absorción de la timol­
indolignona de extracción clorofórmica.
El máximode absorción corresponde al
filtro 8:55 del fotómetro de Pulfrich.­



algunos filtrados de planas el filtro óptimoes el 8: 53.Egto

hecho proviene ,sin dnds,s otros substancias mas o menosbien

determinadasprcssntes sn dichos filtredos; sl urobilinbgono

por ejemplo en cantidades sweriores «a 1 nar ‘Zaoen plasma. y oxL

dsdc por el reactivo de 0h mmrpcdifics 1a curva de ls in­
dolignons aumentandols absorción sn las pequeñas longitudes

de onda (sl máximode aborsión del mbuinognno puro tratado

de ls mismansnsrs que el indozilc se encuentra en 3:50 (fig.
n' a) (16).

Hemosestudiado tanbien sepectrcgráticsmcntc 1a curva de

ebsorcion de ls indolignons.3u solucion cloroformics de ex­

trscción presents cuatro puntos máximosen 4.400, 6.000, 5.500
y 6.150 U.A.(l7 ).(Fig.n° 3).Ests curvs difiere de la efectua
ds on el totónetro de Pult’rich en el máximoobservado sn los

5.000 U.A.s1 exámensspectrogririco.3e ha encontrado en erce­

to, que s1 centro de gravedad de 8:50 del Pulfrioh,está des­
plazado hacia la longitud d. onde ds 4.900.
lennlggo-Lss determinaciones fotométricss están basadas cn ls

ley de Lambert-Beerque establece lo siguientes (18).
kC.

o expresado en pelsbrssz El lognrtno de las extinciones ee

108 :

proporcional s ls concentración de la solución.

T: es 1a relación que existe entre la lu: incidente y ln
luz traemitida o css coeficiente de extinción cuando es

trabaje: con 1 cn de espesor.

k: ss un factor de proporcionalidad que depends de la lon­

l

l

l
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Fig.2'.-Cur'va tipica de absorción de una
solución pura de Indiéan Merck
(timol- indolignona) .
b).Curva de urobilinógeno puro.
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Fig.3.-Curva de absorción de la ti­
mol-indoli ona obtenida con
el espectr grafo de Zeiss mo­delo III.­



situa ds chas.
ca concentración ds lc solucifin.

Ss ccmprdbó1a vslidss ds esta ley calculando cl cccficisn

ts ds absorción ds visrcrdt,cbscrvcndc que todos los vslorcs

qus ss obtdsnsn scn prlcticsmsnxs conspantcs

A: coeficiente ds Visrcrdt

C: concentración ds ls solución

E: coeficiente ds sxtinción para 1 cn.dc sspcsor.

Tomamoslas siguisntss soluciones testigos

1o tsstigcs a. 0.66 ¡grs z T.M.ds3 0.260

10 tsstigcs ds 1.37 ¡grs S T.l.ds E 0.538
lusgc dc (1)

0.66
A- = 2.54

0.260

1.37
A- . z 2.47

0.538

Considsrsndoc1 tlrninc nsdio ds csos valorss rs­

culta igual a 2.5 para cubss dc 5 mm.y12.6 para cubcs dc
1 un.

Multiplicando Apor el coeficiente dc extinción



do la solución desconocida oq tien. su concentración.
La tiza? 4 roprountn gráficamente la ley de Ln­

bort y Bur,eono u obum u una recta quepasa por 01 o­

1‘18!!!de cocrdomdan; on la ¡bocina no tiene la concentra­
ción,y on la ordenadalos coeficientes do amm ón.
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Fig.4.-Representación gráfica de

la Ley de Lambert-Beer.­



Pruebas dg_gecupgración en suero aggggineg.­

E1 agregado de indoxilo en solución pu­

ra a una mismacantidad de suero no ae recupera totalmente

por el contrario hay pérdidas variables según se desprende

del cuadro n" 1. Tales pérdidas podrian atribuirse a la a­

cción de las proteinas del auero,que al ser precipitadas

con el ácido trioloracbtico arrastrarian el indoxilo agre­
gado.

La experiencia se efectuó con cuero de

náballo al cual ee le agregó cantidades crecientes del tes­

tigo,dosando_luego el indoxilo,segfin la fbrma expuesta en
la pág.

Estos hechos están confirmados por los resultados

obtenidos en los ultrafiltrados de plasma o suero en los

cuales hemosobservado una pérdida considerable en relación
con loe ultrafl ltrados tricloracéticoe.­



n 16.­

Tubo 0.a. cab. Test. E (10 n). Marmindoxá Ipsdndozá 55
(x) (toórioo) rncuporndo recuper.

1 5 oe. o 0.070 0.87

2 " " 1 oo. 0.102 1.9 1.2 63

3 " " 2 " 0.157 2.9 1.9 65

4 " " 3 " 0.190 3.4 2.3 70

5 ' " 4 " 0.247 5.8 3.1 51

6 " " 5 " 0.300 6.2 3.7 50

('z).Bolución testigo do indican Hero]:al 10 nara S diluidn al 1/1(



-17­

m_____ebaede rsgpmsiámgmgo­
¡epetiwos para orina la experiencia rea

lizada con suero sanguineo,y a diferencia de ésto se obser­

va que el indoxilo agregado se recupera casi el loo¿ según

se ve en el cuadro adjunto en el que se consignan los resul
tados de varias determinaciones realizadas con distintas

orinas y a las cuales se les ha agregado la mismacantidad

de la solución testigo al lo mgrs Á.­



CUADRO N“ a

Cantidad do ¿Maule en nara S

Tubo orin; crm testigo “¡tip Ponent.“ amparado

1 18.25 24.89 8.7 96 S

2 19.20 26.50 8.7 91 S

3 25.20 31.60 8.7 93 S

4 20.60 27.20 8.7 90 S



Acción de; igids triglgrggetigg gn 1g {gangifin gg ¿g1;g¡.­
Cristol y Portes (1) han estudiado la acción

de los distintos detecantes sobre la reacción del indoxilc

de todos ¡llos el nas convenienteea el triclorallticc.

.SegúnDerrieu y Ille. Giraud (19) el ¡cido triclor­
scltice aumentaríals solubilidad de ls indigctinn en el

clerefbrnc por lo cual este detecante intensificarin el oc­
lcr de 1a reacción.­

E1 cuadro n' 3 demuestra que los agregadas varia­

bles de dicha ¡cido a uns mismacantidad de unn solución pu­

rs de indoxilc produce uns intensificación de color que ee

proporcional a ese agregada; y a partir de una concentra­

ción igual a 0.8 grs %de aqu‘l een intensificación peruana

ce prícticanente_conatante.
Los porcentades de recuperación correspondientes

a los tubos testigos nos indican que sin el agregado del á­

cido, hay pérdidas en el color casi del 80 z lo que induce
a error en 1a apreciación real del cantcnide de indcxilc y

equivale a suponer incompleta 1a reacción.­

(1).-Citadc por el Dr.Binsotti en su trabaJc‘ "Indoxilcmia"



CUADRO Ni 4

Tubo Soldndicml 1/5 Amtriolorwn E(10 m) Indoxun %roca
(1) gn. ¡srl porno.

Test. 1 cc. - 0.060 0.063 14

" " " - 0.060 0.003 14

1 " " 0.1 0.100 0.005 24

2 " " 0.2 0.120 0.006 28

3 " " 0.3 0.200 0.011 50

4 " " 0.4 0.220 0.014 53

5 " " 0.5 0.300 0.016 55

6 " " 0.6 0.350 0.019 76

7 " " 0.7 0.340 0.018 72

8 " " 0.8 0.400 0.021 100

9 n u 0.9 0.400 0.021 100

10 " " 10 0.400 0.021 100

(1) .-Solución pura de indoxilo (10 nara 56)diluido. ¡1 1/5.­



Mmm.­
La tecnica de loniaa y Shapiro (8) usada por'noso­

troa,aconeeJa near comoanticoagulante el oxalatc de 11t10,puéa

el de potaeio parece interferir en el color de 1a reacción.

Experimentalnente no ae ha podido comprobar la ven

taJa anotada por aqullloe autores, pull laa condicionee en que
ee efectúa la reacción de Jollee con las misma. para ambosan­

ticoagulantec, por otra parte, no ae ha obeervadcinfluencia no­
table on la intensificación de color eegún ae desprende practi­
camente de 1a constancia en loa valoree do los coeficientea de

extinción (E).

En el cuadro n° 5 ee especifica una aerie de an­

ticoagulantee ucadoa agregadoa a dietintoa plaanae y ce indi­

can los valores de E obtenidos, sin calcular la concentración
de indoxilo teniendo en cuenta que ¿ata el preporcional a los

coeficiente. de extinción aegfin la ley de Lambert.



CUADRO N‘ 8

Pllfll Coefioionx- do ozt1n916n(l) par.n

(COO)2 K2 (COO)2 Ni2 (000)2(NH4)2 (COO)2 Liz Citrnt.N¡

1.170 1.150 1.160 1.180 1.170

0.890 0.870 0.890 0.860 0.890

3 0.635 0.520 0.540 0.580 0.550

Coeficiente de oxtinciln (E) para
suero solo

1.190

0.900

0.550



Mmm-­
Heite Boyer ll. y Grigaut A. afirman

qpe la hemoglobinaee opone a la reacción de Jollec. Prác­

ticamnete ee comprobóqpe el agregado a eolucionee acuoeee

de indoxilo,atenúa notablemente la reacción (deepuee de ha­

ber precipitado con acido trioloraoetico) .Eeta reacción a­
tribuida a la hematina del pimiento canguineo ee de natura­

leza cuantitativa aunqueno modifica la forma de la curva

de la indoliznona, al azucar cantidades crecientee de he­
moglobina ee atenúa el color producido por la reacción lle­

gando a anularlo.

En el cuadro n° 6 ee obeerva que en el plea­

ma normal la presencia de hemoglobina libro a la doeie de
0.14 ¡rc S atenta la reacción en un 8 S para oantidadee ma­

yoreo de hemoglobina agregada ,eee- porcentaJe ee eleva con

ciderablemente alcanzando a un 72 i y puede decirse que no

aparece el color violeta de la reacción.­
Al observar laa curvas del gráfico n9 5 ae ve

que el paralelismo entre las dos no es absoluto; en efectol
existe un máximode absorción en 8:53 de la curva con hemo­

globina,maximoque presentan todos los filtradoa de plasma

y que no se observa cuando la reacción de Jollea ee efectúa

con soluciones acuoaaa puras de indoxilo,dicho maximocc en
cuentra entonces en Sa 55.­



CUADRO N‘ 6

Cantidad ¡a plaala Hbolflrilldl (1) E (10 Il) S (2)

5 oc. - 0.530

5 ..o 5 .00 g. 53) 0.480 B
5 ea. 6 ea. (0.28 ¡a % ) 0.445 17

8 aa. 5 aa. (0.56 ¡a z ) 0.410 23

6 aa. 5 ao. (1.4 ¡a S ) 0.160 72

(1).-So propararan Ialucianae la hemoglobinaque canxanian an gra.
laa cantidadaa anatadaa an al cuadro.

(2).-Sa rafiara a laa poroantaaaa an qua aa ata-ña 1a raacoiin da
Jbllaa.
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F13.5.-Cum tipica de absorción de la
tinol-indolignom a) ¡in lla-ono­
bina b) con hemoglobina.­



We-D. La. preaenteeexperieneiaapuedededuziree:
1°.-0uande 1a reacción de Jenea ae efectúa en plana u

erina,aienpre hay perdidas de indexne ea decir este ne al­
canza a deearae cuantitativamente.

2'.-Ea necesaria una cantidad ¡pura de actúe tricler­
acético para ebtener el celer máximede 1a reacci‘n.

3‘.-He es muynetablo la influencia del anticeagulante

aconsejado per 1a tecnica.
4“«¿Lapresencia de huneglebina atenúa cemiderablemen­

te el oeler de la. manden.­

--“---o--‘-‘-­
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