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ABSORCION DE AZUCARES. I. METODOS DE
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(Con 6 figuras en el texto)

No se conoce todavia con precisién el conjunto de procesos bioqui-
micos que determinan la absorcion selectiva de aziucares por el intes-
tino. Como una aportacion a la resolucion de este problema de la trans-
ferencia activa de substancias a través de la membrana, hemos realizado
un estudio bastante detenido de la naturaleza del fosforo segregado
durante la absorcion de azucares, y asi mismo, hemos intentado seguir
las variaciones cuantitativas que presentaban estas distintas fraccio-
nes durante diferentes tiempos de absorcion y en condiciones experi-
mentales distintas. Parecia previsible que los cambios metabdlicos in-
ducidos en las células de la mucosa intestinal por la presencia de azu-
cares distintos, o de substancias no azucares acompanadas o no de algin
inhibidor tipico de la absorcidn selectiva, deberian también afectar al

curso y cuantia de la secrecion de estos distintos compuestos de fosforo
por el epitelio.

El primer problema con que tuvimos que enfrentarnos fué el de
escoger una técnica de determinacion de las distintas fracciones de
fosforo que hiciera posible valoraciones precisas dentro de las amplias
variaciones previsibles de los diferentes compuestos fosforados. Esta pri-
mera parte, esta dedicada a los trabajos que hemos realizado en este
sentido.

El autor agradece a los Doctores: Francisco Ponz Piedrafita (Universidad
de Barcelona) y Gilberto G. Villela (Instituto Oswaldo Cruz) sus varias suges-
tiones en 'a preparacion de este trabajo.
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METODOS
1. GENERALIDADES SOBRE TECNICAS

Para el estudio cuantitativo del fosforo, uno de los metodos colori-
métricos mas utilizados es el de su determinacion por la reaccion del
az11l de molibdeno. Para ello, se le suele pasar al estado de fosforo inor-
ganico y luego es transformado en un complejo fosfomolibdico (75) que,
por ulterior reducciéon da un complejo coloreado (6, 26, 80) estimable
colorimetricamente.

Tratase de un método muy sensible que ha dado lugar a un gran
numero de estudios y modificaciones por sus riesgos de infidelidad. Los
primeros trabajos se encaminaron a encontrar la acidez adecuada (4,
13, 75), lo que parece ser resolvido por Briggs (10,11) y FISKE & SUBBA-
rROw (23), hasta el punto de que los trabajos posteriores ya muestran
métodos completos que vienen siendo usados incluso hoy en dia en
microandalisis y en general en quimica biologica.

La selectividad de la reduccion del fosfomolibdico parece estar con-
dicionada a la cantidad de molibdico y a la energia del reductor (65,
43, 80) .

Por otra parte, la presencia del fosforo como impureza de los reac-
tivos y la pureza de los propios reactivos afecta la intensidad del color
(b9, 66) .

Desde que se conoce que el molibdato acelera la catalizacion de la
hidrélisis acida de los compuestos del fosforo acido labil (52, 78, 79)
se proponen previas precipitaciones (24, 17, 49), incluso cuando se tra-
ta de valorar el acetil fosfato (47) y acetil y creatin (48) en presencia
del ortofosfato. Segiin ENNOR & ROSENBERG (19) cuando se trabaja en
presencia de creatin fosfato, el ortofosfato procedente de la hidrolisis del
fosfato 1abil, migra al disolvente organico interfiriendo el analisis. Sin
embargo ERNSTER et alii demuestran que tales objeciones fueron exage-

radas (21).

También tienen particular interes las interferencias producidas por
reactivos necesarios en el tratamiento previo del problema. Tal es el caso

del tricloroacético (50), del glicerofosfato (8, 38), etc.
Siguiendo a GLick (31) senalaremos los cuatro grupos de meétodos

siguientes:

a) Método de Fiske & Subbarow — Principio (23). El fosfato pasa
a acido fosfomolibdico en medio acido (H-SO, 0.5M) y es reducido por
el acido l-amino-2-naphtol-4-sulfonico.

Como modificaciones importantes podemos citar las obtenidas subs-
tituyendo el l-amino-2naphtol-4sulfonico por otros reductores tales
como: hidroquinona (18), 2-4diaminofenol (Reductor Final Agfa) (97,
68), monometil-p-aminofenol (32, 46, 73, 77), acido ascorbico (2,25)
tiosulfato (37), cloruro estannoso (8, 13, 14, 15, 16, 36, 43, 44, 45, 60,
69, 81) y sulfato ferroso (64, 72, 74).
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Otros métodos se basan en pequenas modificaciones (5, 33, 35,
50, 76) .

Un estudio critico del método y de sus modificaciones se debe a
FurukawaA et alii (27) .

b) Meétodo de King — Principio (51). El fosfato pasa a acido fos-
fomolibdico en presencia de acido perclorico y es reducido de acuerdo
con el método de FisKE & SUBBAROW.

Se han sugerido pequenas modificaciones (1, 42) e incluso una (58)
que permite un aumento de sensibilidad unas cuatro veces mayor.

Un examen critico del método ha sido realizado por MITSUHASHI
& NAKANISHI (56).

c) Meétodo de Lowry & Lopez — Principio (51). A fin de eliminar
la interferencia del fosforo acido labil se procede a una cuidadosa des-
proteinizacion y se trabaja a un pH 4. El fosfato se convierte en fosfo-
molibdato en acetato buffer a un pH 4 y es reducido por el acido ascor-
bico.

Se han sugerido algunas pequenas modificaciones al método (22,
62) y se han discutido los efectos del acido tricloroacético sobre la in-
tensidad del color (63).

d) Metodo de Berenblum & Chain — Principio (7). Para eliminar
las substancias no fosfatos que puedan interferir, se sirve de la extrema
solubilidad del acido fosfomolibdico en los disolventes organicos. Asi
el acido fosfomolibdico formado en solucidon acuosa de acido sulfurico,
se extrae con isobutanol y luego se reduce con cloruro estannoso. Con-
sigue Intensidades de color estables por poco tiempo (61).

Una modificacion clasica es la dada por MARTIN & Doty (54) quie-
nes substituyen el isobutanol por una mixtura de isobutanol y bencina
a partes iguales. Ademas, presenta la ventaja de que se puede utilizar
en presencia de pequenas cantidades de proteinas.

Varios autores han dado también pequenas modificaciones al mé-
todo (3, 12, 20, 41, 67, 79).

e) Mas recientemente aparecieron algunos métodos basados en
la determinacion colorimeétrica del fésforo, en los cuales, no se precisa
reducir el acido fosfomolibdico.

Entre ellos cabe citar el método descrito por BoLTz & MELLON (9),
basado en medir directamente el color verde amarillento del Acido fos-
fomolibdico.

SOYENKOFF (70, 71) determina el cambio de color ocurrido en una
solucion del colorante quinaldina rojo en presencia del fosfomolibdato.

MissoN (55) determina el fosforo segun el método fosforo-vanadio-
molibdato que sigue la ley de Beer. Han aparecido también otros tra-
bajos basandose en el mismo método (28, 29, 30, 40, 53).

Como las concentraciones de fosforo previsibles en la secrecion in-
testinal eran relativamente bajas, e interesaba por otra parte, valorar
con la mayor sensibilidad las diferencias entre las diversas fracciones a.
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las distintas concentraciones experimentales, precisdbamos escoger una
técnica aplicable que reuniera las caracteristicas de sensibilidad, exac-
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; F’ﬁ 1 — Estudio de la variacion de la intensidad de color trabajando con 0.5, 0.75 y 1 cc
de oldkliro estannoso. Las concentraciones problema son: 1.9, 5.3, 6.3 y 8.3 ug de fésforo.
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titud y amplitud de campo de concentraciones exigidas para nuestras
experienclas. A este fin, hemos realizado un estudio critico experimen-
tal, ensayando las ventajas e inconvenientes de la reduccién del com-
plejo fosfomolibdico con cloruro estannoso, con solucién amidol
(Final Agfa) y con 1l-amino-2naphtol-4sulfonico (reactivo de Fiske
& Subbarow) .

2. EXPERIENCIAS CON CLORURO ESTANNOSO

a) Influencia de la presencia de dcido perclérico en la determina-
cion de fosforo inorgdnico — Dada la importancia que tiene la acidez
en la reduccion del azul de molibdeno, realizamos ensayos previos para
ver la Influencia que pudiera ejercer la presencia del acido perclérico
en una concentracion semejante a la que tendria en caso de digestidn
previa con tal acido.

Se hicieron varias series por duplicado y teniendo el maximo cui-
dado en que el tiempo en que se tardaba en hacer la lectura colorimé-
trica fuera exactamente el mismo para todos los problemas. Los resul-
tados fueron a tener todos la misma intensidad de color.

b) Aplicabilidad de la ley de Lambert Beer — Se hicieron varios
ensayos con diferentes concentraciones de fosforo y siempre por dupli-
cado. Claramente se vio que, al aplicar el calculo ordinario para averi-
guar las concentraciones problemas, se obtenian valores muy distintos
de los reales; asi, la reaccion presentaba una manifiesta desviacién a la
ley de Lambert Beer. Sin embargo, estas desviaciones son sélo aparentes:
calculando segun el procedimiento descrito por SorLs (68) en funcién
de los standards, se encuentran valores muy ajustados a los reales,

incluso tratandose de concentraciones extremas que estén en una
relacion de 1 a 5.

c) Optimo de concentracion del cloruro estannoso y de tiempo de
desarrollo de color — La concentracion del cloruro estannoso influye
notablemente en la intensidad de la coloracién y en el curso de la curva
de desarrollo de la reaccion (43). Por esto, quisimos ver qué concen-
tracion de cloruro estannoso ofrecia la maxima estabilidad en un tiempo
dado y la mayor fidelidad a las concentraciones reales de fosforo.

Con este fin, se hicieron varias series de experiencias en cada una
de las cuales se partia de cinco concentraciones distintas de fésforo, es-
tudiando el desarrollo de color en funcién del tiempo y utilizando en
cada serie, distinta concentracion de cloruro estannoso. La figura 1
expresa la variacion de intensidad de color a lo largo de 70 minutos de
observacion, segun se empleen: 1 cc, 0,75 cc 6 0.5 cc de cloruro estan-
noso respectivamente. En ordenadas se toman valores de densidad 6pti-
ca y en abcisas, tiempos.

Segun se ve en ellas, el color es maximo en la primera lectura a
los dos minutos, para ir decreciendo luego con mas o menos rapidez,
tendiendo a una cierta estabilidad. Con las concentraciones mas bajas
suele haber, por lo general, menos variacién de intensidad de color.
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Como en algunos trazados la variacion de intensidad es bastante ra-
pida, parece aconsejable no hacer las lecturas fotocolorimétricas hasta
un tiempo en el que se haya alcanzado la estabilidad. Por otra parte,
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Fig. 2 — Estudio de 1la variacion de la intensidad de color trabajando con 0.5 cc de

cloruro estannoso en matraces Erlenmeyer. Las concentraciones problema son las mismas
que en la fig. 3.

vemos también que las intensidades de color iniciales no son siempre
proporcionales a las concentraciones, produciendose a veces intensidades
mayores con concentraciones menores. Estas anomalias y falta de re-
lacion entre concentraciones de fosforo e intensidades de color, las atri-
buimoes a que la reduccion con cloruro estannoso es tan rapida, que exige
una difusion del reductor lo mas instantanea posible; de ahi que, a pesar
de agitarse los tubos inmediatamente después de anadido el cloruro
estannoso, no se debla conseguir una reduccion simultanea y homogé-
nea en todo el volumen de disolucion. Para comprobar estas ideas, pasa-
mos a operar en matraces erlenmeyer de 50 cc de capacidad, que per-
mitian una rapida difusion del cloruro estannoso para todo el volumen
de la disolucion. La figura 2 muestra lcs resultados obtenidos trabajan-
do con 0.9 cc de cloruro estannoso que, por las experiencias anteriores,
nos habla parecido la cantidad adecuada de reductor. Como se vé en
ella, apenas hay variacion en la intensidad del color azul, observandose
unicamente en algunos casos una disminucion muy ligera a lo largo
del tiempo.
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Hemos querido ver de todas formas, el tiempo optimo en el que la
relacion de concentracién e intensidad de color fuese la mas exacta. La
figura 3, en que se representan en ordenadas las intensidades de color,
y en abcisas las concentraciones para los tiempos de 5 y 10 minutos,
revela que se encuentra una mayor regularidad a los 10 minutos.

Se han hecho otra serie de ensayos, utilizando también el cloruro
estannoso como reductor, pero substituyendo el acido perclorico por
el acido sulfurico 5N y el reactivo acido molibdico por el molibdato
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Fig. 3 — Bstudios con cloruro estannoso y amidol. Lecturas a los 5, 10, 25 y 35 minutos

de agregar el reductor.

amonico al 2.5% segun hacen FISKE & SUBBAROW. Asi: a un volumen
de solucion de fosforo de concentracion conocida, se anade 0.5 cc de
acido tricloroacético v agua hasta 8 cc; se agrega luego 0.5 cc de acido
sulfurico 5N y 0.5 cc de solucion molibdato y, por ultimo, 1 cc de clo-
ruro estannoso al 19,.. En algunos de los problemas antes de completar
con agua, se agregaba 1 cc de glicerofostato M /20, lo que ha revelado,
que operando en dichas condiciones no hay hidrolisis del glicerofosfato.

Como conclusion a estos estudios sobre aplicabilidad del cloruro es-
tannoso como agente reductor, podemos decir, que solo puede aplicarse
a aquellos casos en que la concentracion de fosforo presente esté com-
prendida entre las 8 y las 25 ng. Dentro de estos limites, la lectura
colorimétrica debe hacerse antes de los 40 minutos.
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3. REDUCCION CON SOLUCION AMIDOL (FINAL AGFA)

La utilizacion del cloruro estannoso viene limitada, segiin hemos
visto, a problemas que no difieran mucho de concentracién. Como en las
experiencias nuestras habiamos de encontrarnos con concentraciones
de fosforo imprevisiblemente variables dentro de un campo de concen-
traciones mas extenso que el citado, quisimos ver si se adaptaba mas
a estas necesidades el uso de otros reductores.

Desde hacia mucho tiempo, se venia utilizando en nuestro labora-
torio, para la determinacion del fosforo, el reductor fotografico Final
Agfa. En los siguientes ensayos, hemos querido comprobar sus limites
de aplicabilidad.

En tubos de  ensayo se disponen cantidades variables de solucion
tipo de fosforo, a las que se agregaba 0.5 cc de tricloroacético al 30%
y agua hasta 8 cc; se agregaba luego 0.5 cc de acido sulfurico 5N y
0.5 cc de molibdato amonico al 2.5% vy, por ultimo, 1 cc de Reductor
Final. Este ultimo se preparaba disolviendo 0.25 g de amidol y 2.5 ¢
de sulfito sodico con 50 cc de agua.

En la figura 3 se aprecian los resultados obtenidos con cantidades
de fosforo presentes de 1 a 75 pg, haciendo las lecturas a los 10, 25
y 39 minutos de agregar el reductor, durante los cuales, quedaba en
bano a 370 para acelerar el desarrollo de color.

La figura 4, representa otro ensayo en que se compara la reduccion
con cloruro estannoso y la reduccion con solucién amidol. En ambos
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Fig. 4 — Ensayo en el que se compara la reduccién con cloruro estannoso y la reduccion
con solucion amidol. En ambos casos el tiempo era de 15 minutos despues de agregado el

reductor.
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casos el tiempo era de 15 minutos después de agregar el reductor, con la
diferencia de que en el caso del cloruro estannoso se dejaba a la tempe-
ratura ambiente. La intensidad de la coloracion es mayor con cloruro
estannoso, especialmente por encima de los 10 pg; sin embargo, con
el reductor Final, se obtiene una regularidad mucho mayor en la rela-
cién de concentracion e intensidad de color en todo el campo de 1 a
50 ng experimentado.

El reductor Final resulta asi ser muy adecuado para la valoracion
del fésforo, siguiendo la ley de Lambert Beer dentro de limites de con-
centraciones entre las 2 y 75 ng. Cuando menos, siempre que se active
el desarrollo de color, manteniendo los tubos a 37° unos 10 a 15 minutos.

4 RrepuUcCION CON 1-AMINO-2-NAFTOL-4-SULFONICO

Durante mucho tiempo trabajamos con el reductor Final Agfa en
vista de los estudios anteriores, maximo, no existiendo por entonces en
el comercio espafiol el reactivo clésico de Fiske & Subbarow, acido
1-amino-2-naftol-4-sulfénico. Posteriormente, conseguimos este produc-
to v quisimos compararlo con el Final Agfa.

En tubos de ensayo, se disponen cantidades variables de solucion
tipo de fésforo, a las que se agrega 1 cc de acido sulfurico 5N y luego
agua hasta 8 cc; se anade después, 1 cc de solucion molibdato y 1 cc

de reductor.

La figura 5, representa en ordenadas la densidad optica y en abcisas
el tiempo de desarrollo de color a 37° para concentraciones de 25 a
200 ug de fosforo presentes. Puede decirse que se alcanza suficiente
estabilidad para poder hacerse las lecturas fotocolorimétricas a partir de
los 15 minutos de agregado el reductor, tanto en uno como en otro caso.

La figura 6, relaciona densidades opticas y concentraciones para
tiempos de desarrollo de color distintos (8 a 39 minutos) y, permite
deducir que las intensidades de color conseguidas con el l-amino-2-naf-
tol-4-sulfénico, son ligeramente superiores a con Agfa Final y, una vez
dejado pasar 15 minutos de desarrollo de color, hay tanto en uno como
en otro reductor, suficiente regularidad entre concentraciones y densi-
dades oOpticas, por lo que ambos son igualmente utilizables.

DESCRIPCION DE LA TECNICA ADOPTADA PARA LA DETERMINA-
CION DE LAS DISTINTAS FRACCIONES DE FOSFORO EN EL CON-
TENIDO INTESTINAL

Las lineas generales del método son las de FISKE & SUBBAROW Dpara
la determinacion de fésforo en sangre, aunque se ha cambiado el re-
ductor y las cantidades de problema y se han hecho algunas variaciones
en la concentracion de los reactivos.
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Se ha tratado de reducir al minimo el numero de reactivos necesa-
rios y de hacer que todos sirvan para la determinacion de las distintas
fracciones de fosforo; asi, en lugar de preparar tres soluciones de molib-
dato, se ha preparado solamente la que corresponde al molibdato III
de Fiske & Subbarow, adicionando aparte el acido sulfurico. Las con-
centraciones finales de acido sulfurico son poco distintas de las utiliza-
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Fig. 5 -— Ensayo en el que se compara la reducciéon con solucién amidol y la reduccion

con el l-amino- 2-naftol- 4-sulfdénico. Concentraciones comprendidas entre las 25 y 200 ug.

das en el método de Fiske & Subbarow y se han comprobado, como he-
mos visto antes, adecuadas para la variacion de fosforo en sus distintas
formas entre limites de concentracion bastante extensos.

1. SOLUCIONES NECESARIAS

Acido sulfurico 5N — 450 cc de acido sulfurico concentrado anadi-
dos a 650 cc de agua.
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Molibdato amonico — 2.5% en agua. Tan pronto como aparezca en
esta solucion un considerable sedimento (trimolibdato amonico), debe

ser renovada.

Acido tricloroacetico al 30% . Merck.

Fosfato standard — a) Solucion madre: 1.2 g de f6sforo por mil cc
(5.2714 g de POH.K Merck p.a. desecado sobre H.SO,, disueltos y
llevados hasta 1000 cc con agua destilada acidulada con 4 cc de acido
sulfurico) . Se guarda indefinidamente. b) Soluciones tipo 5 y 10 mg%
de fésforo, preparadas a partir de la solucion madre y conservadas en

cloroformo.

Solucion de reductor — En una solucion de 2.5 g de sulfito soédico
en 50 cc de agua se disuelven 0.25 g de amidol (Final Agfa).

Alcohol-eter — Mezcla de 90 partes de alcohol absoluto y 10 partes
de eter.

Acido nitrico concentrado

2. PROBLEMAS

El contenido intestinal era arrastrado con suero fisiologico a un
matraz aforado de 20 cc enrasando con el mismo suero. Después de
agitar bien, se tomaban 10 cc para determinar el fosforo total acido
soluble y el fosforo inorganico. Otros dos cc se utilizaban para deter-
minar el fosforo total y 1 cc para el fosforo lipidico.

a) Determinacion del fosforo itnorganico — Se verificaba inme-
diatamente. A los 10 cc de problema, se anadian 2 cc de tricloroacético
al 309 , filtrando por algodon despues de unos minutos. A 2 cc del
filtrado se anadian 1 cc de acido sulfurico 5N, completando hasta 8 cc

con agua.

Dada la escasa cantidad de fosforo presente en el contenido intes-
tinal, a la que correspondian coloraciones poco valorables con el reduc-
tor empleado, adoptamos la resolucion de agregar en todas las determi-
naciones 10 ug de fosforo inorganico en forma de 0.1 cc de solucion
fosfato standard 10 mg % ; una vez adicionada esta cantidad de fosforo,
se agrega 1 cc de solucion molibdato y después 1 cc de solucion reductor
Final, llevando los tubos al bano a 379 y haciendo la lectura con
fotocolorimetro después de unos 10 o 15 minutos.

Junto con los tubos problemas (dos muestras para cada determi-
nacion), se preparaban otros con soluciones standard como sigue: En
cada tubo de ensayo, se vierte 0.1 cc de solucion standard de fosforo
de 10 mg% y en otros dos solo 0.05 cc de igual solucion. A todos se
agrega 1 cc de acido sulfurico y agua hasta 8 cc. Luego se anade 1 cc
de solucion molibdato y 1 cc de reductor. La adicion de molibdato vy
reductor a los problemas y a los tubos se hace a la vez, de modo que
desde la adicion de reductor hasta que se hace la lectura fotocolorime-
trica en cada tubo pase exactamente el mismo tiempo.
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Calculos — Siendo 1,, 1., vy 1,, las lecturas fotocolorimétricas en
densidades oOpticas correspondientes a los tipos con 5 pg; 10 ug y al
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Fig. 6 — EBEstudio comparativo entre intensidades de color conseguidas con solucién amidol y
l-amino-2-naftol-4-sulféonico, para tiempos de 8 y 35 minutos.

tubo problema, se tiene que la concentracion de éste ultimo es:
Cs . 1,
C, = — en €l caso de que siga la ley de Beer. En caso contrario,
13 ) f' ™
que es lo mas corriente, se precisa hacer la correcciéon segun el método
de SoLs (68) para lecturas en colorimetros de comparacién tipo Dubosq,
sabiendo que si L, = 20,

l, . 20 1, . 20
Lo, = _ L, — —
Lo, 1,

También puede ser calculada C, por representacion grafica, tomando 1
en ordenadas y C en abcisas y trazando en papel milimetrado la recta
que une l; y l.,, correspondientes a C, y Cas y deducir el valor de C,
correspondiente a 1, en dicha recta.
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El valor de C, obtenido considerando C; — 1, significa que, en las
soluciones que se comparan, la relacion de concentraciones es C,.

La cantidad de fosforo en pg en el tubo problema sera: C,.5 vy
C, . 10, ya que son 5 y 10 las ug de fosforo presentes en los dos standards.

Como se han agregado 10 pg para facilitar la comparacion, el fos-
foro que habia en los 2 cc de filtrado que se han tomado, sera:

5C, — 10 = (C, — 2) 5

El liquido total recogido del intestino se habia llevado a un volumen
de 20 cc. De ellos, se han tomadoc 10 para tratar con 2 cc de tricloro-
acético y los 2 cc de filtrado tomados para la determinacion son asi
1/12 del total recogido. La cantidad de fosforo inorganico que habia
en el contenido intestinal seri pues:

(C, —2)5 .12 = 60 (C, — 2)

b) Determinacion del fosforo total dcido soluble — A otros dos cc
del filtrado — el de despueés de precipitar con tricloroacético — se agrega
1 cc de acido sulfurico y un trocito de porcelana porosa, y se procede a
la digestion, procurando que no hierva y que se vayan desprendiende
humos blancos. Para que la oxidacion de la materia organica sea mas
rapida, puede ser necesario anadir una gota de acido nitrico; en este
caso, se sigue calentando unos minutos después que la mezcla se ha
hecho incolora para eliminar el exceso de reactivo. Se deja enfriar,
se anade 0.1 cc de fosforo 10 mg% y se completa hasta 8 cc con agua
destilada. Se anade 1 cc de solucion molibdato y 1 cc de reductor Final,
haciendo la lectura fotocolorimetrica como en el caso anterior.

Calculos — Exactamente como para el fésforo inorganico.

c) Delerminacion del fosforo total — En cada tubo de ensayo se
disponia: 2 cc del problema — el contenido intestinal completado a
20 cc mas 1 cc de acido sulfurico y se procedia a la digestion como para
el fosforo total acido soluble. Se completa a 8 cc con agua destilada
(después de agregar 0.1 cc de fosforo 10 mg%) y luego se agregaba
1 cc de solucion molibdato y 1 cc del reductor Final. Colorimetria.

Calculos — Se calcula C, como para el fésforo inorganico. En los
2 cc de que se ha partido, habra: (C, — 2) 5. Como el liquido total
recogido era de 20 cc y sOlo se han tomado 2 cc, el fosforo total sera:

(C, —2) 5. 10 = 50 (C, — 2)

d) Determinacion del fosforo lipidico — Se anade 1 cc de pro-
blema, gota a gota y agitando, a 15 cc de una mezcla de alcohol-eter
en matraz de 25 cc. Se calienta en baho hasta ebullicién, luego se
deja enfriar y seguidamente se completa con alcohol-eter hasta 25 cc,
agitando fuertemente. Se filtra. En tubo de ensayo, se evapora a se-
quedad 10 cc del filtrado. El fosfato se determina por digestién con
acido sulfurico, como se ha dicho para el fosforo total acido soluble.
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Se puede obtener también por diferencia entre el fosforo total y
el fosforo acido soluble.
Calculos — Se calcula C, como siempre. En los 10 cc de filtrado

evaporado a sequedad habra pues: (C, — 2) 5. Esta cantidad es 1/5
de la que habia en los 25 cc a que se habila completado y por tanto
de la que habia en 1 cc de problema que se habia tomado inicialmente.

Luego con los 20 cc del problema total habra:
(C,—2)5.2.5. 20 =250 (C, — 2)

e) Determinaciéon del fosforo ester — Se obtiene por diferencia
entre el foésforo acido soluble y el fésforo inorganico.

f) Determinacion del fosforo labil — En tubos de ensayo se dis-
ponen 2 cc de filtrado a los que se agrega 1 cc de acido sulfurico 5N
y se dejan 30 minutos en baho hirviendo, completando luego con agua
hasta 8 cc; se anade después, 1 cc de solucion molibdato y 1 cc de

reductor Final (34). Colorimetria.

RESUMEN

Se hace un estudio bastante detenido de los métodos colorimeétricos
para la determinacion del fosforo y se ensayan tres agentes reductores.

a) Cloruro estannoso — Cuando se utiliza este reductor, se pre-
senta una aparente desviacion a la ley de Lambert Beer; los valores
se ajustan a los reales mediante el procedimiento descrito por Sols.
Es un reductor adecuado para concentraciones de fosforo comprendidas
entre las 8 y las 25 ng; la lectura colorimetrica debe hacerse antes de

los 40 minutos.

b) La reduccion con solucion amidol (Final Agfa) es muy ade-
cuada para la valorizacion del fosforo y sigue la ley de Beer dentro de
limites de concentracién entre las 2 y las 75 pg. Los tubos deben man-

tenerse a 379.

¢) Las intensidades de color conseguidas con el l-amino-2-naftol-
-4-sulfénico son buenas despues de 1los 15 minutos de desarrollo de color.
Hay suficiente regularidad entre concentraciones y densidades opticas.

Se propone un método original para el estudio del fosforo durante
la absorcién intestinal. Se basa en ligeras modificaciones del clasico
método de FISKE & SUBBAROW.

SUMMARY

Colorimetric determination of Phosphorus has been studied ex-
tensively and three reducing agents were tested.:

Some determinations of Phosphorus were carried out by reduction
with stannous chloride. The deviation from Beer’s law is considerable
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but we have used the Sols’ tabulation for correcting the values. The
amount of Phosphorus which can be accurately determined is 8-25 ug.

Phosphorus has been also estimated by amidol and the color which
it produce, 1s not as intensive as that obtalined by stannous chloride.
It shows a satisfactory degree of accuracy for Phosphorus contents
between 2 and 75 ug.

The values obtained by Il-amino-2naphtol-4-sulphonic acid, were
slightly higher than those obtained by amidol. They gave a stable
blue color proportional to the Phosphorus present.

A slight modification of FiskE & SuBBAROW’S method for the de-
termination of Phosphorus during the intestinal absorption was worked

out.

RESUMO

Fizemos um estudo detalhado dos metodos colorimétricos para de-
terminacao do fosforo e dentro désses métodos escolhemos trés técni-
cas que achamos as mais adequadas para 0 Nnosso caso.

a) Agente redutor cloréto estanoso — As experiéncias com éste
agente nos mostraram um desvio da lel de Lambert-Beer que pode ser
corrigido aplicando-se as tabelas de correcao de Sols. Este método €
bom nas concentracoes entre 8 a 25ug de fosforo; a leitura colorimeétrica
tem que ser feita dentro de 40 minutos.

b) Utilizando a solucao de amidol (Final Agfa), as determinacoes
de fosforo seguem a lei de Beer nas concentracoes de 2 a 75 ug; os
tubos devem ser mantidos a 37°C.

c) Experiéncias com acido l-amino-2-naftol-4-sulféonico dao bom
resultado depois de 15 minutos de desenvolvimento da cor e seguem a
lel de Beer.

Finalmente, apresentamos um metodo original para a dosagem do
fosforo, durante a absorcao intestinal, baseado no de FISKE & SUBBAROW.
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