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Determinación de proteínas
plasmáticas

ALBERTO SOLS

INTRODUCCION

La complejidad de las proteínas hace que su determinación
constituya un verdadero problema para el laboratorio. Ningún
componente plasmático cuenta con más procedimientos dis­
tintos propuestos y — relativamente — con menos procedi­
mientos garantizados.

En el campo de las proteínas es muy rápido el avanzar de los
últimos años. La ultracentrífuga abrió un camino. Otro la
electroforesis. Hace poco se ha llegado a «fotografiar» molé­
culas proteicas con el microscopio electrónico (71). También se
multiplican los trabajos polarográficos. Recientemente se ha
propuesto una forma de expresión cuantitativa : el «índice de
proteínas» de Müller y Davis.

Estos métodos de investigación han venido a valorizar mu­
chas reacciones empíricas. Precisamente al proponer una nue­
va decía recientemente Maclagan que «como el método electro-
fiorético no es asequible por ahora para uso clínico, no hay que
insistir en la conveniencia de disponer de un medio sencillo de
demostrar un exceso de esta proteína», refiriéndose a la y glo­
bulina. Un año antes Kabat y colaboradores habían encontra­
do la dependencia de las reacciones del oro coloidal y cefalina-
colesterina en suero 4e la misma y globulina. Y en 1942, Scher-
lis y Levy encontraron relación inversa entre contenido de
o- globulina y longitud de la banda de coagulación del Welt- (*)

(*) Texto de la Conferencia pronunciada el 5 de abril de 1946 en el l." Curso Monográfico
de la Cátedra de Fisiología de la Facultad de Medicina de Barcelona.
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mann, hecho confirmado por Wuhrmann y Wuhderly en el
mieloma.

Nos ocuparemos exclusivamente de determinaciones cuanti­
tativas y entre ellas haremos incapié en las que ofrecen un inte­
rés práctico atendiendo al doble criterio de posibilidad -y faci­
lidad de ejecución y exactitud suficiente para la Clínica.

En los libros de análisis clínicos suele ser un mal capítulo
el de las proteínas. Se explica en parte por el hecho de que
las mejores técnicas de que hoy se dispone para uso clínico son
posteriores a la mayoría de ellos, o al menos a sus primeras edi­
ciones. Una excelente revisión de conjunto fué publicada por
Hatz en 1938 en la obra dirigida por Bennhold. Salvo interés
particular no haremos ninguna referencia bibliográfica ante­
rior a esta publicación.

FRACCIONAMIENTO

Las proteínas plasmáticas se dividen en tres grupos funda­
mentales : albúmina, globulinas y fibrinógeno. Los datos que
habitualmente interesan en clínica son ante todo el contenido
total de proteínas del suero y el cociente, la relación entre al­
búmina y globulinas del mismio. Como valores normales en
cuanto a proteína total se han dado desde un mínimo inferior
a 60 gr. por mil hasta un máximo próximt> a 100. En realidad
los límites de oscilación normal son mucho menores y estos
mínimos y máximos son exagerados y achacables a la diver­
sidad de técnicas utilizadas. Los verdaderos valores normales
están prácticamente comprendidos entre 70 y 80 gramos por
mil. El cociente A/G normal es constantemente superior a uno,
con un máximo de dos a cuatro según las técnicas utilizadas.
Harrison da como valores normales de 1,2 a 4,0, ordinaria­
mente alrededor de 2, y King (1946) da de 1,3 a 4,0, en plas­
ma (en suero serían ligeramente más altos por exclusión de la
fibringlobulina). Entre las técnicas que dan valores más altos
figura la ultracentrifugación, y entre las que los dan más ba­
jos, la electroforesis. Gutman y colaboradores sostienen que los
verdaderos cocientes normales son más altos dé lo hasta ahora
conocido por errores en la ejecución del fraccionamiento salino.
Cocientes alrededor de uno o inferiores tienen en clínica un
gran valor diagnóstico y pronóstico. En cuanto al fibrinógeno 
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el valor normal está en las inmediaciones de tres gramos por
mil, habiéndose dado como lím'ites desde 1 hasta 5, aunque
también con técnicas distintas.

Un problema fundamental de concepto se plantea con fre­
cuencia síobre la distinción entre albúmina y globulinas del,
suero. Mientras un progreso definitivo de su conocimiento no
tenga lugar creemos que debe aceptarse universalmente el con­
cepto clásico, tal como lo expresa, por ejemplo, Alder en el
Handbuch der normalen und pathologischen, Physiologie : «Se
designa globulina a la parte de las proteínas que es precipita-
ble por semisaturación con sulfato amónico»*  siendo albúmina
lo que queda en solución en estas condiciones. Desgraciada­
mente, la semisaturación de sulfato amónico no conduce a re­
sultados absolutamente constantes ; pero no hay que dar mu­
cha importancia a impugnaciones del tipo de las de Macha-
boeuf y Tayeu (40 y 72) que pretenden haber obtenido con
una serie de técnicas distintas — 7 en el primer trabajo — otros
tantos resultados diferentes, a lo que llegan por una parte for­
zando artificiosamente las condiciones técnicas y por otra sin
dar siquiera un resultado duplicado que afiance la objetividad
de la diferencia de resultados.

Las demás sales utilizadas para-el fraccionamiento de las
proteínas séricas tienen su base en la equivalencia — al menos
supuesta en principio — con el sulfato amónico, y su razón de
ser en presentar determinadas ventajas de orden técnico. Así
introdujo Howe el sulfato sódico para simplificar la detemrina-
oión de fracciones proteicas por la del nitrógeno de las mismas-
Recientemente Campbell y Hanna han sustituido a este fin el
sulfato sódico por. el sulfito. sódico que presenta considerables
ventajas, ya que sustituye las tres horas a 37o que requería el
sulfato sódico por diez minutos a la temperatura ambiente. Pos­
teriormente se ha propuesto una técnica que utiliza sulfato só­
dico a la temperatura ambiente (Hill y Trevorrow) ; descono­
cemos sus resultados. Ultimamente, Pillemer y Hutchinson
han introducido un nuevo precipitante específico de las globu­
linas : el metanol. Según los autores es superior a los preci­
pitantes salinos, ya que sólo con él han obtenido precipitar las
globulinas sin trazas de albúmina revelable electroforéticamen-
te. En cambio resulta engorroso el tener que operar a tempe­



178 ALBERTO SOLS

ratura comprendida entre o y + i.° c. La concentración de
metanol es 42,5 %. Hay que tamponar a pH 6,7-6,9.

Por fraccionamiento por precipitación salina se han distin­
guido clásicamente diversas fracciones globulínica’s en plasma
y suero. Así, en el primero y con sulfato amónico, a 27 % de
saturación de éste precipita el fibrinógeno, a 33 % la euglobu-
lina, a 40 % la seudoglobulina I y a 48 % (aproximadamente,
a semisaturación) la seudoglobulina II. También se ha preten­
dido fraccionar las albúminas. Roche y colaboradores han
aislado tres distintas. Por electroforesis, Hoch y Morris en­
cuentran dos por lo menos, s:i bien poco diferenciadas. Por el
momento sólo tiene interés el fraccionamiento de globulinas.

METODOS

Toda clasificación de métodos generales de determinación
de proteínas es un tanto artificial y no facilita la comprensión
del problema. Comenzaremos por la gravimetría como proce­
dimiento base al que deben referirse los demás. El procedi­
miento directo de averiguar cuántos gramos de proteína hay
en un suero es pesarla después de separarla de los demás com­
ponentes del mismo. Estos métodos se han utilizado y se uti­
lizarán siempre. Entre las múltiples variaciones técnicas hay
un substrato general en las de los últimos años que presenta
considerables ventajas y consiste en el empleo de filtros de
vidrio o porcelana porosos, de tara constante y de más cómodo
manejo que el papel de filtro, que, además, tenía el inconve­
niente de adsorber cantidades variables de albúmina, al efec­
tuar el fraccionamiento (58). Probablemente la técnica de más
solvencia sin grandes dificultades de ejecución es la de Plót-
ner (54), que precipita las proteínas de 1 c. c. de suero con
40 c. c. de alcohol tamponado a pH 4 y ebullición de 15 minu­
tos, recoge el precipitado en un filtro de vidrio, poroso (G 4) y
lo lava con agua caliente, alcohol y éter que eliminan total­
mente los demás componentes del suero, terminando por la
desecación y pesada en la forma usual. Para el fraccionamiento
emplea sulfato amónico, determinando, proteínas en el filtrado
en la misma forma. En nuestra experiencia, el único inconve­
niente práctico encontrado es la lenta filtrabilidad de los líqui­
dos de lavado.
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Posteriormente han propuesto métodos más complicados
Nedved y Woi.drichowa y Robinson y Hódgen. En cambio
Desbordes ha propuesto un método muy sencillo para tota­
les. Consiste en precipitar las proteínas de i c. c. de suero en
un tubo de centrífuga con 9 c. c. de acetona ; después de cen­
trifugar y decantar se deja el tubo en la estufa hasta el día
siguiente, en cuyo tiempo el precipitado se retrae al secarse
desprendiéndose del fondo del tubo, al que queda unido sola­
mente por su periferia; con un ligero golpe se desprende la
«pastilla» de proteínas desecadas, cuyo peso en miligramos
corresponde a gramos por mil de suero. El método que propone
para determinar el cociente (globulina), sobre no ser tampoco
muy preciso (ya que el aislamiento de las proteínas dista bas­
tante de ser completo: sólo para la delipidación exige Boyd
tres veces más acetona) es, además, engorroso y expuesto a
errores de consideración.

Después de la gravimetría figura en primer lugar entre los
procedimientos que permiten una determinación más exacta de
proteínas, el de la determinación del nitrógeno que forma
parte de las mismas. Se parte en estos métodos de la oxidación
del nitrógeno proteico según los principios del método de Kjel-
dahl, para terminar por la determinación del nitrógeno por
volumetría (acidimetría o yodometría) o colorimetría (nessleri-
zaoión). La técnia de Howe era entre éstas la más ortodoxa y
muy utilizada como método patrón ; incluso es preferida por
algunos a las mejores técnicas1 gravimétricas. Pero en realidad
su bondad radica en su excelente concordancia con dichas téc­
nicas gravimétricas que son en principio las únicas técnicas
patrón.

Sin embargo se ha indicado varias veces que esta concor­
dancia no es absolutamente constante. Ultimamente Cook, a
raíz de discrepancias encontradas, ha procedido a un examen
analítico riguroso, sobre gran cantidad de plasma humano nor­
mal (mezclas de plasma de varios sujetos). '.Encuentra que la
proporción de nitrógeno en las proteínas totales del plasma va
de 13,3 a 15,9 con media de 15,2 %. Y en las globulinas de 13,5
a 15,9 con media de 14,3. Concluyendo dice : «Se sugiere que
como las? proteínas plasmáticas son una mezcla compleja, en
todo trabajo de precisión los valores deben expresarse en gra­
mos de nitrógeno»... «Los resultados así obtenidos serán me­
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nos equívocos que en la forma usualmente empleada hasta
ahora»... «Para fines prácticos, y tratándose de personas nor­
males, el N total del plasma multiplicado por 6,25 da un re­
sultado razonablemente preciso».

La tendencia actual es, como decíamos, la substitución del
sulfato sódico por él sulfito sódico y la más sencilla nessleriza-
ción en lugar de las volumetrías. Estas dos directrics recoge,
por ejemplo, el micrométodo utilizado por King (1942 ; en su
libro expone nesslerización y volumetría). Entre nosotros Gras
ha simplificado considerablemente el dispositivo clásico del mi-
cro-Kjeldahl sobre la base de matraces con cuello independien­
te, intercambiable.

La refractometría se utiliza en m|uchos laboratorios clínicos
por su extraordinaria sencillez. :En cuanto a exactitud ha sido
y es una de las más severamente criticadas. En realidad, todos
los componentes del suero participan en la refracción del mismo
y, por tanto, sus variaciones falsearán los resultados obtenidos
calculando sobre la base de un valor medio para el conjunto
de componentes no proteicos. Así una uremia, una hiperglu-
cemia, una retención de cloruros, pueden dar lugar a errores
del orden de tres gramos por míl. Mucho más puede influir un
aumento de la lipemia. A este respecto hay que tener en cuenta
la rigurosa necesidad de practicar la extracción en ayunas si se
va a utilizar la refractometría. La suma de una serie de factores
puede dar errores tan considerables que, según Van Slyke-
pueden llegar hasta 15 gramos por mil. Por todo esto no pue­
de considerarse la refractometría del suero como un método
propiamente cuantitativo de determinación de sus proteínas,
sino sólo como una guía utilizable en la práctica. Aunque des­
graciadamente son precisamente los casos patológicos, con con­
siderables alteraciones proteicas los que por alteración conco­
mitante de otros componentes dan errores mayores cuando se
utiliza este método.

Por otra parte, los primitivos cálculos de Reiss han sido
revisados y rechazados, lo que ha venido a explicar la acentua­
da tendencia a obtener valores elevados. En efecto, Reiss par­
tía de un índice de refracción específico de las proteínas de­
masiado bajo, por lo que los resultados eran derhasiado altos.
Después de las modificaciones de Alder y Deseo ha venido
la de Plotner, sensiblemente coincidente con la de Deseo 
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y que es por hoy la que debe regir. En lugar de la vieja tabla
de Reiss, debe, pues, utilizarse la siguiente fórmula de Plot=

R - 1,335 28 .
ner :----------------  = g- /o, que hemos simplificado para su uti-

0,00180
lización práctica en la siguiente fórmula fácil de retener en la
memoria : Lectura del refractómetro, prescindiendo del 1,3 co­
mún a todas las lecturas, o sea, reducida a las tres últimas cifras,
menos 353 y partido por 1,9, obteniendo el tanto por mil de pro­
teínas.

Todo esto, desde Reiss hasta Plótner es en el supuesto de
efectuar las determinaciones a la temperatura de 17,5 grados.
Como es engorroso el trabajar en estas condiciones es frecuente
en los laboratorios clínicos el hacer las determinaciones de re­
fracción a la temperatura ambiente. Paic y Deutsch dieron
unos gráficos con los valores de proteínas correspondientes a re­
fracciones determinadas entre 15 y 27o. Para temperaturas com­
prendidas entre 15 y 25 grados publicó Cislaghi unas tablas
con los valores calculados. Posteriormente ha dado otras Lówe
de menor valor práctico, pero con cuyo factor de corrección para
las diferencias de temperatura se puede modificar fácilmente
los valores calculados sobre la base de 17,5 grados. Para ello
basta sumar o restar 0,56 multiplicando por la diferencia de la
temperatura ambiente y 17,5 grados, al tanto por mil de proteí­
nas (sumar si es superior, y restar si es inferior).

Complemento de la refractometría es la refracto-viscosime-
tría o viscosimetría combinada que determina el cociente al­
búminas-globulinas en función de que la viscosidad depende
fundamentalmente de la fracción globulínica. De los valores de
refracción (o proteínas totales) y viscosidad se obtiene median­
te una gráfica el cociente albúminas-globulinas. A lo dicho so­
bre falta de seguridad de la refractometría hay que agregar aquí
la menor precisión de las determinaciones de viscosidad. Par­
ticularmente en sueros con considerables alteraciones proteicas
hemos encontrado desviaciones considerables del cociente con
respecto a lo obtenido por métodos directos.

Por último, se ha propuesto la viscosimetría simple (Foster.
Biguria y Adams) sobre el principio de que el tratamiento con
formol eleva su viscosidad y que este cambio depende exclusi­
vamente de las globulinas. Se determina así la concentración de
globulinas partiendo exclusivamente de un valor de viscosidad.
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En comparación con métodos químicos encuentran los autores
diferencias de sólo 0,2 g. %.

Recientemente se ha propuesto (it) la polarimetría para de­
terminación de proteínas totales y albúmina-globulina en líqui­
dos biológicos. Concretamente para el suero hace falta un mí­
nimo de 6 c. c., para obtener, según sus autores, un error de
i a 2 gr. por mil. Carece por completo de interés, tanto teórica
como prácticamente.

Hatz define los métodos colorimétricos como «los más rápi­
dos, pero adoleciendo de las universalmente conocidas faltas e
inconvenientes de la colorimetría». Lo de las faltas e inconve­
nientes de la colorimetría es un tanto relativo. Sobre todo, si se
tiene en cuenta nuestro sistema de colorimetría (68). Lo que sí
es un inconveniente real, al menos en principio, es lo que Lan-
ge ha calificado de «sensibilidad química», es decir, la falta de
constancia en la admitida proporcionalidad entre el componente
proteico en que se basa un método colorimétrico y la cantidad
total de proteína, albúmina o globulina. En cuanto a proteínas
totales (o fracciones obtenidas por precipitación salina) los mé­
todos basados en la reacción del biuret introducidos para el sue­
ro por Autenrieth (1915-17), mujr pronto mejorado por Albert
por la utilización del ácido tricloroacético y reintroducidos por
Fine en 1935 gozan hoy día de bastante predicamento sobre todo
en los países anglosajones. Así lo adaptó Kingsley a la colori­
metría fotoeléctrica y al sencillo comparador (30 y 31) y lo han
estudiado varios otros (57, 23, 59, 75). Y en el año último Pi.im-
mer y Lowy encuentran buena concordancia con los métodos
basados en la determinación de nitrógeno.

Mehl ha introducido últimamente una nueva modalidad de
reacción del biuret en que la precipitación de hidróxido cúprico
es evitada por la presencia de glicol etileno en el reactivo de
cobre. El método presenta la dificultad de desviar considera­
blemente de la ley de Beer, desviación que se puede corregir en
parte según el autor mediante un cálculo a.partir de las densi­
dades ópticas a 750 y 545 m/x. El método sería mucho más sen­
sible en los alrededores de 320 m/x.

La determinación de fracciones proteicas se funda en la dis­
tinta proporción de ciertos aminoácidos en albúmina y globuli­
nas junto con la fácil determinación colorimétrica de los mis­
mos. Al que con más frecuencia se acude es a la tirosina que, 
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encontrándose en las globulinas a mavor concentración que en la
albúmina, permite deducir la relación entre éstas de modo si­
milar a lo que hace la refractoviscosimetría (26, 76). Milletti ha
publicado unas tablas y curvas para obtener los valores de pro­
teína y albúmina a partir de las lecturas del colorímetro (entre
15 y 30 mm. con standard a 20). Pero en estos métodos de de­
terminar el cociente sí que hay un considerable riesgo de error
por la falta de constancia de estas concentraciones de aminoá­
cidos tomadas como punto de referencia. Así refiere Balint un
caso en que la albúmina tenía mucho más tirosina que la globu­
lina, cuando las medias normales en que se funda la determina­
ción del cociente a partir de proteínas totales y tirosina son res­
pectivamente 4,67 % y 6,7 %. Igualmente desde que se conoce
que, dentro de las globulinas, la fracción llamada gama-globuli­
na es particularmente rica en triptófano, salta a la vista la insu­
ficiencia de base de los métodos que se funden en la determina­
ción de este aminoácido. Sobre la variabilidad en el contenido
de triptófano puede verse los trabajos de Brummer y Ba­
lint y Balint. Así, pues, la determinación de proteínas totales
por colorimetría es buena por su sencillez y fidelidad, mientras
que suele carecer de ésta la determinación del cociente.

Los métodos turbidimétricos con su doble modalidad de nefe­
lometría y opacimetría presentan considerables ventajas en cuan­
to la cantidad de suero necesaria, sencillez y rapidez de ejecu­
ción. Los métodos clásicos han sido los nefelométricos de Rusz-
nyak y Roña y Kleinmann, basados respectivamente en la preci­
pitación con sulfato amónico y clorhídrico y ácido sulfosalicílico,
permitiendo el primero un fraccionamiento completo de las pro­
teínas plasmáticas. Ambos han sido muy criticados, pero no han
perdido actualidad. Con ácido sulfosalicílico ha propuesto re­
cientemente Mawson un método para determinación de proteínas
totales y albúmina (con fraccionamiento previo con sulfato sódi­
co) por opacimetría semi-absoluta (colorímetro ordinario compa­
rando con una placa gris). Con todo, entre estos dos medios de
precipitación fundamentalmente usados es el del ácido sulfosali­
cílico, aunque muy regular en duplicados, muy poco fiel cuanti­
tativamente. Shank y Hoagland precisan qu si bien puede obte­
nerse una estrecha relación linear entre densidad óptica y con­
centración de una determinada albúmina, la relación varía
considerablemente de unas albúminas a otras. Plimer y Lowy, 
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en el trabajo citado, refieren encontrar buena concordancia entre
4 de 5 métodos comparados ; el quinto, que descartan, es el del
sulfosalicílico. Plotner (55) insiste en la falta de constancia de
la relación enturbiamiento-concentración. Mejores resultados se
obtienen a partir de la precipitación con sulfato amónico. Loo-
ney y Walsh y Pojvrowsky han propuesto métodos para su
utilización con colorímetros fotoeléctricos. Y Ujsaghy con el
Pu’frich.

Nosotros mismos elaboramos un micrométodo opacimétri-
co (67) sobre la base de precipitación por sulfato amónico y
clorhídrico, que permitía la determinación rápida de proteínas
totales y globulinas en 0,02 c. c. de suero. Posteriormente he­
mos suprimido para la determinación de fracciones el standard
artificial: Comparamos directamente los enturbiamientos corres­
pondientes a las distintas fraccióneselo que reúne las ventajas
de sencillez, rapidez y seguridad. También aquí puede aumen­
tarse la exactitud aplicando nuestro sistema de colorime-
tría (69) (*).

Hay una serie de métodos basados en la medida del volumen
de las proteínas precipitadas: métodos de sedimentación. Se ba­
san en el mismo principio que el clásico método de Esbach
para la albúmina en orina. Como ejemplo citaremos el de Ry-
tand que precipita con ácido túngstico en tubo de centrífuga
con fraccionamiento previo por sulfato amónico. Unos factores
transforman volumen de sedimento en proporción de proteínas
y albúmina.

Los métodos volumétricos corresponden a la escuela france­
sa. Se fundan en la oxidabilidad de las proteínas. El primitivo
«índice de permanganato» fué pronto substituido por el «índice
de cromato», más fiel pero de determinación también más labo­
riosa. Es aplicable a la determinación del cociente previa sepa­
ración de las globulinas con sulfato magnésico. El método ha
sido sistematizado por Cordebard. Recientemente se ha utili­
zado la titulación con formol (Kopatschek).

El fibrínógeno se determina directa o indirectamente. En el úl­
timo caso por diferencia entre proteínas totales de plasma y sue­
ro por cualquiera de los métodos con sensibilidad suficiente para
acusar netamente esta diferencia. Directamente, por precipita­

(*) Opacimetría y colorimctría*  son ambas absorciometría.
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ción del fibrinógeno y su determinación gravimétrica, kjeklah-
lométrica, colorimétrica, nefelométrica, etc. Entre los precipi­
tantes se ha propuesto últimamente la protamina (Mylon y
colaboradores). Recientemente se ha propuesto como conse­
cuencia de la extensión de las técnicas fotoeléctricas la determi­
nación del fibrinógeno en función de la intensidad que alcanza
la opacificación que experimenta el plasma cuando se deja for­
mar el coágulo de fibrina (Lian y colaboradores, Nigaard, Meu*
nier y Raoul).

Hemos reservado para el final un sistema de determinación
de proteínas que ha tomado particular relieve en los últimos
años: la densímetría. Se funda en la relación entre peso espe­
cífico y concentración de proteínas descubierta por Moore y Van
Slyke en 1930. La fórmula dada por ellos fué modificada por
Weech y colaboradores en 1936. Los procedimientos utilizados
para la determinación de la densidad del suero han sido los pic-
nométricos, el empleo de soluciones de sulfato de cobre de den­
sidades escalonadas en las que se deja caer gotas de suero hasta
encontrar en cuál de ellas la gota permanece suspendida ¡indi­
cando tener la misma densidad que el líquido ambiente y la de­
terminación con una sola gota de suero por la velocidad de caída
a través de un líquido más ligero.

Barbour aplicó el método a la determinación de la seroal-
búmina después de separar las globulinas con sulfato amónico,
utilizando una nueva fórmula.

A partir de 1940 en que Jacobsen y Lindestrom-Lang apli­
caron el tubo «gradiente» del último, en que por mezcla de dos
líquidos orgánicos se obtiene una columna líquida con densidad
distinta a cada altura, se ha multiplicado la utilización de la
densímetría singularmente entre los anglosajones. Los méto­
dos basados en este fundamento permiten la determinación rápi­
da con cantidades mínimas de suero. Están singularmente in­
dicados para el trabajo en serie, en el que la economía de tiempo
junto a la de material de partida (suero) compensan con creces
el trabajo de la preparación y calibración del «gradiente». Esta
calibración se efectúa dejando caer en el seno del líquido gotas
— liberadas mediante pipeta especial — de varios líquidos de
densidades escalonadas. La posición de reposo de estas gotas
da puntos de referencia para calcular la densidad de las gotas
de sueros introducidas a continuación.
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Por otra parte el método basado en el sulfato de cobre se ha
revalorizado con varios trabajos recientes entre los que figuran
en primer lugar los de Phillips, Van Slyke y colaboradores,
que al extender además su aplicación a la determinación de he­
moglobina y valor hematócrito, han. dado lugar a una rápida
generalización de su uso. Un excelente estudio han hecho pos­
teriormente Atchley y colaboradores. En Inglaterra ha sido es­
tudiado por Plimmer y por Hoch y Marrack.

Simeone y Sanis han ideado un original procedimiento de
densimetría. Utilizan perlas de vidrio fabricadas a partir de
tubo capilar y de densidad determinada mediante soluciones co­
nocidas. Con una escala de 21 perlas de densidades comprendi­
das entre 1.0172 y 1.0350 (correspondiente a 35 a 95 g. por mil
de proteínas), determinan la densidad del suero observado qué
perla se mantiene en suspensión en el mismo. El método viene
limitado severamente por la dificultad de preparación, calibra­
ción y clasificación de las perlas.

Con el incremento de utilización y multiplicación de técni­
cas se ha revisado el valor de las fórmulas clásicas (Van Slyke
y Weechs). Estas adolecían de un error de principio : la pri­
mera se basaba fundamentalmente en la observación de sueros
de nefrósicos ; la segunda en sueros de perros. V como la densi­
metría, como todos los métodos físicos, no es exponente espe­
cífico de las proteínas, sus resultados no son valorables exacta­
mente, siendo el error posible tanto mayor cuanto más difiera
la naturaleza del suero examinado de la de los que sirvieron
para elaborar la fórmula de conversión ; así, en el último año,
se han propuesto las siguientes fórmulas:

Sulfato de cobre gradiente
Hoch y Marrack (19) p % = (D-1,006) 364 fi)= (D - 1,007) 366

Lloyd y col. = (D - 1,0027) 301,1
Phillips, Van Slyke y col. = (D - 1,0079) 389

Un suero normal de densidad 1,027 da con las distintas fór­
mulas las siguientes concentraciones de proteínas :

Van Slyke................... 6,86 g. 0//O

Weechs y col. . . . 6,86 )> »
Hoch y Marrack (i) . 7,64 » »
Lloyd y col.................. 7,32 » ))
Phillips y Van Slyke . 7,44 » »
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Ponemos en último lugar la fórmula de Phillips y Van
Slyke porque tanto Hoch y Marrack como Lloyd impugnaban
la fórmula de Van Slyke en su primitiva expresión. Salta a la
vista entre las tres propuestas independientemente en el año últi­
mo y las dos clásicas una diferencia de varios gramos por mil (5
a 7, aproximadamente). Ocupando un lugar intermedio entre
las tres precisamente la de Phillips y Van Slyke, creemos
que es ésta la que procede utilizar de preferencia.

Lloyd y colaboradores afirman encontrar concordancia más
estrecha entre gravimetría y densimetría que entre ambas y
micro kjedahl. Con todo hay que tener presentes dos limita*
dones:

Los micrométodos han traído consigo una disminución de la
capacidad de discriminación en la apreciación de la sensibili­
dad. Por pesada de cantidades de suero no inferiores a un c. c.
y apreciando la décima de miligramo (la cuarta decimal en la
densidad) los tantos por mil de proteína suben por escalones
•de 0,35 g. Apreciando tres cifras decimales (micropicnometría)
los escalones serían de 3,5 g. Los micrométodos suelen apre­
ciar diferencias de densidad intermedias entre la 3.a y 4.a de­
cimal (0,0002 — 0,0004), con escalones por tanto, del orden de
1 a 2 gramos por mil.

La iñespecificidad lleva consigo la posibilidad de errores por
variaciones de otros constituyentes del suero, singularmente
en casos patológicos, precisamente los de más interés en clíni­
ca. Este es el caso de las lipemias, retenciones nitrogenadas, et­
cétera. En hepáticos refieren Lowy y Hunter encontrar re­
sultados sistemáticamente bajor, con error medio de 2,4 g. %o*

En conclusión resaltaremos el interés actual, como méto­
dos sencillos y suficientemente exactos para la mayoría de los
fines clínicos, de la densimetría y colorimetría para proteínas
totales y de la nesslerización, reacción del biuret y túrbidimie-
tría para la determinación de fracciones, singularmente del co­
ciente A/G del suero. Mientras que sigue en primer plano como
método de referencia la gravimetría correctamente efectuada.
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