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Ha parecido muy conveniente amipliar el número de técni
cas disponibles con la de la investigación de este factor vita
mínico por la frecuente aparición de cuadros atribuidos a su
falta especialmente entre los enfermos recluidos en el Mani
comio. Y por otra parte se echa de menos en los trabajos én
que se estudian procesos que se trata de poner en relación con
falta de ácido nicotinico la valoración de éste en la sangre :
los diferentes autores se limitan a hacer constar que tal investi
gación es excesivamente delicada, estableciendo muchas veces
los buenos resultados que da el tratamiento con ácido nico-
tínico como criterio, lo que, como se comprende, es insufi
ciente. Entre nosotros Llopis (5) y Calvo Melendro (2) se
han ocupado de estos transtornos psíquicos de tipo pelagroso.

En el presente trabajo se expone una técnica sencilla y sen
sible para la determinación del nicotinico sanguíneo, técnica
por lo demás algo delicada como ocurre con casi todas las va
loraciones fotométricas.

Consta de dos partes, primeramente la obtención de un fil
trado ¡incoloro parecido al que obtiene Friedman (4) y luego
sobre aquél realizar la reacción Kónig conortoformo como ha
cen Martineck, Hierch y Webster (6). Esta asociación es-
análoga a la que realizan Teeri y Shimer (7), pero estos auto
res utilizan el clorhidrato de metafenileno diamina.

Con las modificaciones ¡introducidas se simplifica la técnica
y se obtienen líquidos más concentrados, con lo que el color
es más evidente.
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Este trabajo se ha realizado con la colaboración del Labo
ratorio del Manicomio Provincial de Valencia, en cuyos en
fermos se han realizado las determinaciones.
A. Digestión.

Friedeman (4) digiere la sangre, añadiendo a 5 c. c. otros
tantos de HCi 8N, se mezclan bien y tapa con tubo de caucho
hirviendo al baño de maría durante una hora.

Con objeto de que la digestión se realice con mayor faci
lidad y abreviar la desproteinización nosotros utilizamos un lí
quido que contiene ya el ZnSO4. Su fórmula es la siguiente :

Solución I. HC1 concentrado . 300 c. c.
ZnSO4 — 7 HoO . 250 grs.
HoO c. s. p. . . 1.000 c. c.

De esta manera no hay necesidad de añadir ulteriormente
el ZnSO4 y a la elevada concentración del 80 % como hace
Friedeman solución no siempre fácil de preparar porque re
quiere un ZnSO4 de calidad inmejorable que no siempre se
puede tener.

Operamos como sigue. En un tubo de Hagedorn se colo
can- 5 c. c. de sangre oxalatada y 10 c. c. de la solución I, se
tapa con tapón de caucho y se coloca al baño maría durante
una hora. Al introducir en el baño hay que destapar un mo
mento los tubos para evitar que salten los tapones. De vez en
cuando se hace girar los tubos dentro del agua hirviente co
giéndolos por el tapón ; la mezcla se realiza mejor que con el
procedimiento de Friedeman, porque la sangre queda más di
luida no formándose un contenido tan pastoso como el que
resulta de la mezcla de sólo 5 c. c. de ácido con los 5 c. c. de
sangre oxalatada.

B. Desproteinización.

Los tubos estarán fríos para lo cual, si es necesario se su
mergen en agua fría. Al líquido digerido se añade poco a poco
10 c. c. de la solución II.

Esta solución es NaOH titulada de manera que dé color
rosa persistente utilizando la fenolftaleína como indicador cuan
do se han añadido precisamente 10,1 c. c. a la mezcla de
100 c. c. de solución I y 5 c. c. de H2O. Friedeman la valora 
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frente a la mezcla preparada extemporáneamente del HC1 8N
y del ZnSO4 al 80 %. Con nuestro método es más cómodo
.'utilizar una sola solución que lleve el ácido y el sulfato.

C. -Ajuste del pH.

Teeri y Shimer (7) que también operan sobre líquidos cla
ros preparados según Friedeman ajustan al pH añadiendo la
solución tope al líquido desproteinizado. Al hacerlo así trope
zamos con grandes dificultades porque se nos producía un pre
cipitado que estos autores atribuyen al alcohol de la solución
tope,, lo cual no es cierto, porque se produce de 'la misma ma
nera usando solución tope sin alcohol ; para ellos no tiene
gran importancia, puesto que luego añaden parafenileno dia
mina clorhidrato y ácido clorhídrico y éste redisuelve el preci
pitado, en cambio a nosotros nos obligaría a hacer una nueva
centrifugación o filtración. Por ello juzgamos preferible hacer
la adición antes de la separación del precipitado proteínas-
hidróxido de zinc.

Añadimos al líquido neutralizado 5 c. c. de la solución
tope análoga a la de Martineck, pero con más alcohol (para
evitar luego precipitación del ortoformo).

Solución III Acido fosfórico siruposo (1,87) . 5 c. c.
NaOH al 15 %......................... 5 c. c.
Alcohol) absoluto........................ 250 c. c.
Agua 1.000 c. c.

Con los 5 c. c. dé sangre se obtiene un volumen total de
30 c. c. ya ajustada la reacción, esto es, cada c. c. de sangre
equivale a 6 c. c. del líquido desproteinizado, volumen muy
pequeño comparado al que se obtiene con los otros métodos.-

D. Separación del precipitado.

Se aconseja 'la centrifugación dos veces, pero resulta más
sencillo, cómodo y rápido si se manejan series de pruebas como
es lo habitual, filtrar un par de veces. En la primera filtración
se comprime cuidadosamente el contenido del filtro para obte
ner cantidad,suficiente ; es necesaria una segunda filtración, el
líquido queda claro con un ligero tinte amarillento como indi
ca Friedeman. En general hacemos la primera filtración en 
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el Laboratorio del Manicomio y la segunda en el de Fisiolo
gía cuando procedemos a distribuir los líquidos desproteini-
zados para la producción de la reacción.

El líquido filtrado tiene un pH comprendido entre 8,3 y 8,4
correspondiendo a las indicaciones de Friedeman de que no
debe dar color apreciable con la fenolftaleína y rojo con el rojo
fenol. Este es el pH con el cual marcha luego la¡ reacción y es
muy notable que Martineck Hierch y Webster lo ajusten
a pH entre 6,2 y 7,05 entre cuyos valores no hemos obtenido
el color de la reacción.

Como Friedeman antes de filtrar conupleta a 35 c. c. para
obtener la cantidad de líquido equivalente a 1 c. c. de sangre
hay que tomar 7 c. c., pero luego todavía hay que añadir
6 c. c. de solución tope, resulta para un c. c. 13 c. c. en lugar
de los 6 del procedimiento recomendado.

E. Producción del color.
A 6 c. c. del filtrado (con reacción ya ajustada como hemos

dicho anteriormente) se agregan 3 c. c. de la solución de
CNBr y se espera 20 minutos agitando para que se mezcle
bien.

La solución de CNBr se prepara sencillamente decoloran
do cuidadosamente agua de Br con solución de NaOH al
10 % (Solución IV).

Durante el contacto entre el líquido problema y el CNBr se
produce un color amarillo que no hemos visto descrito en par
te alguna. Este color es debido a reacción entre el ácido nico-
tínico y el CNBr, puesto que aparece también si se coloca la
vitamina con el CNBr y una solución tope de pH 8,3 — 8,4.

Después de 20 minutos de contacto se agrega 1 c. c. de
una solución de ortoformo al 0,5 % en alcohol de 96o (solu
ción V). Martineck Hierch y Webster la usan al 1 %, pero
al 0,5 % da un color suficientemente intenso y no hay tanto
peligro de producción de precipitados.

5 minutos después de la adición del ortoformo y antes de
pasados 15 realizamos la lectura con el colorímetro fotoeléc
trico utilizando el filtro 445, el más adecuado entre' los que dis
ponemos.

Como dijimos anteriormente al agregar la solución tope a
los líquidos desproteinizados se opera sobre volúmenes mayo
res, esto es, sangre más diluida, con lo cual el color es menos 
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intenso. Así Martineck Hierch y Webster toman 6 c. c.
•del líquido problema, 7 de la solución tope, 6 de CNBr y 1 c. c.
de la de ortoformo, total 20 c. c. que no llegan a correspon
der cuando el líquido problema es sangre digerida desprotei-
nizada, a 1 c. c. de sangre.

E. Tubos en blanco.

Los líquidos desproteinizados tienen un ligero tinte amari
llento que hay que tener en cuenta ; por eso para cada deter
minación colocamos dos tubos con 6 c. c. de líquido despro-
teinizado cada uno, en uno de los tubos se verifica la reacción
•como se ha dicho mientras que al otro se agregan simplemente
4 c. c. de agua, "se restan los valores de estos tubos testigos
de los correspondientes a los tubos de la reacción y se tiene
el incremento de color producido por la reacción y reactivos.

Como los reactivos, especialmente el ortoformo, tiene algo
de color hay que tomarlo en cuenta y restarlo también. Para
•ello en cada serie de determinaciones incluimos un tubo con
6 c. c. de agua, al que se añaden el CNBr y el ortoformo ;
del valor obtenido se resta el correspondiente al agua destila
da, con lo cual se obtiene un pequeño resto que hay que restar
del valor correspondiente a las diferencias anteriores.

Como los1 líquidos que se manejan tiene una gran facilidad
para la producción de enturbiamientos hay que tener sumo
cuidado especialmente con la limpieza del prisma del fotó
metro.

G. Ejemplo y cálculos.

Solemos hacer las determinaciones por series de 5, lo que
permite realizar las lecturas en el espacio de tiempo de que se
•dispone.

Al lado de cada nombre se encuentran dos valores, el prime
ro corresponde al tubo en que se ha verificado la reacción, el se
gundo es e! testigo, son lecturas en el fotómetro a las que co
rresponde en la columna siguiente los valores de coeficientes
de absorción que da la tabla que lleva el aparato. En la colum
na siguiente se encuentran las diferencias entre cada .par de
valores de cada enfermo y en la última columna lo que queda
después de haber restado lo correspondiente a la absorción de
.los reactivos (6 en este ejemplo).



TOMÁS ALCOBER

Nombre y apellidos Lecturas Valores 1." diferencia 2.* diferencia

María Virtudes E. . 30 60
42 —35

25 —6 19

Eloísa B................... 30 60
43 33 27 —6 21

Amparo C. . 3i 58
43 33 25 —6 J9

Ana M...................... 32 55
44 32 23 —6 17

María G................... 3G5 56
43 . 33 23 —6 *7

Testigos reactivos . 44 32

48 26 6 (a restar de las diferencias)

H. Equivalencia con los valoies de ácido nicotínico.

Se hacen pruebas análogas a las de la reacción, pero utili
zando en lugar de los filtrados 5 c. c. de soluciones que con
tienen cantidades crecientes de vitamina (de 1 a 5 gamas) se
añade un c. c. de una solución tope de pH 8,3 — 8,4 (con lo
cual se tiene ya 6 c. c. como en los filtrados) y luego los reacti
vos en la forma ya expuesta.

De este modo se obtiene en cada caso la relación entre la
cantidad de color producida y el contenido de ácido nücotínico
que debe ser la misma aproximadamente para todos los tubos.
En nuestros experimentos ha resultado ligeramente inferiora 5»
por lo tanto dividiendo por 5 los valores correspondientes a las
segundas diferencias obtendremos el contenido de ácido nicotí
nico de la sangre problema expresado en gamas por c. c.

En los ejemplos expuestos vienen a resultar entre 3-4 gamas
por c. c. valores rriuy parecid'os a los obtenidos por Cárter
y O’Brien (3) con el método Bandier Hald (i) (metol).

En general los resultados oscilaron poco, pero hemos tro
pezado con dos casos de pelagra muy acentuada, >uno de un 
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enfermo demenciado, largo tiempo recluido, que dió valores
muy bajos y otro recién ingresado diagnosticado de psicosis
pelagrosa en el que existía un déficit alimenticio global muy
acentuado en el que las dos primeras investigaciones no pudie
ron revelar la presencia de ácido n¡cotínico que apareció más
tarde tras su administración en ¡inyecciones.

Resumen

El autor ha puesto en práctica un método para la valoración
del ácido nicotínico de la sangre, delicado pero sensible y sencillo,
en el cual se obtiene un desproteinizado incoloro de pH ajustado
según una modificación del procedimiento de Friedeman y luego
se produce el color utilizando la conocida reacción del bromuro de
cianógeno y una amina aromática, siendo ésta el ortoformo como
recomiendan Martineck y colaboradores. La reducción de las can
tidades de líquidos necesarios para la reacción hace que el color
sea muy evidente, perfectamente apreciable a simple vista; la
valoración se realiza fotométricamente.

Summary

The author has put into practice a method for the evaluation
of the nicotinic acid in the blood, delicate but sensitive, in the cour-
se of which one obtains a colourless disproteinized of pH, adjus-
ted in accordance with a modification of the Friedeman procedure,
and the colour is then obtained by resorting to the well-kown reac-
tion of the cyanogen bromide and an aromatic amine, being this
the orthoform, as Martineck and collaborators recomend. The re-
duction of the quantities of liquids evident ant perfectly apprecia-
ble to the naked eye. The evaluation is done photometrically.
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