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REACCIONES DE COLORACION DE LA UREA

Empleandocomopunto de referencia el reactivo de coloración, las dis
tintas reacciones colorimétricas para la identificación cualitativa y
la determinación cuantitativa de 1a urea pueden reunirse en los si
guientes grupos:

1.- Furfural y derivados.
2.- Metil furilo y oxicloruro de fósforo.
3.- para-Dimetilaminobenzaldehido.
4.- Resorcina.
5.- Acidofosfotúngstico.
6.- Acido sulfanílico.—
7.- Diacetílo.
8.- Diacetilmonoxima.
96' alfa-Isonitrosopropiofenona.

Si generalizamos el tema, cabe incluir en él las reacciones indirectas
de dosaje colorimétrico, o sea la nesslerización previa hidrólisis o
acción enzimática sobre la urea, para transformarla en derivado amoniav
cal. Vamosa considerar a continuación, en forma general, las reaccio
nes de coloración según los grupos en los cuales se las ha clasificado.
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REACCIONES DE COLORACION HTIEANDO FURFURAL Y SLB DERIVADCB

Históricamente, parece deberse a Schiff (1) la primera reacción
de este tipo. La realizaba tratando un cristal de urea con una o dos
gotas de solución acuosa recientemente preparada de furfural, agregan
do inmediatamente una gota de HCl concentrado (d. 1,10).

Se nota lentamente la aparición de una gamade colores que pasa
del amarillo al rojo v-ioláceo, pasando por tonos intermedios .

Werner (2) opina que esta reacción no es digna de confianza y que
confilrfliral puro puede fallar totalmente.

Ganassini (3) opina que en presencia de acetona la reacción es
mássegura, considerando a e'sta comoun componente activo en la reacción;
consigueasi un reactivo de cierta eficacia que posee la siguiente com
posición: furmral 5 gotas, acetona 2 m1., agua 2 m1., HCl concentrado
1 ml..

Cuandoeste reactivo se agrega a un cristal de urea se desarrolla
gradualmenteuna coloración rojo violácea que pronto se hace intensamen
te púrpura.

Foulder (4) menciona el método ideado por Nakashima y Maruaka (5)
para la determinación de urea en orina. Este método está basado en la
producciónde un color azul violado al poner urea en presencia de fur
fural recientemente destilado y del Clz‘in en solución en HCl al 30 96.

Los-autores, en un estudio de la función de la urea en esta reac
ción, concluyen que ella induce rápidamente y a baJa temperatura una
reacción que, en au ausencia, puede producirse a la temperatura de ebu
lución.

‘Esta conclusión esta basada en los siguientes hechos:
a) El furaldehido da un color roJo al hervir con HCl al 30 %. En pre

sencia de urea ese mismocolor aparece debajo del punto de ebulli
ción.

b) El furaldehido, calentado con una solución de len en HCl produce
colores que.varían entre el rojo violáceo y el azul violeta.
EI tono azulado aumenta con el aumento de la concentración de

CIZSn.El mismo cambio de color tiene lugar más rápidamente- en presencia
de urea.

C)Por estacionamiento a la temperatura ambiente una mezcla de íural
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dehido y 012511en HCl cambia lentamente ü. azul negro y deposita un
residuo negro. El mismo cambio es mucho más. rápido en presencia de
urea;

Enla reacción de Nakashimay Maruaka, la intensidad del color fi
nal es proporcional a la concentración de urea.- La función de la urea,
por consiguiente, no está del todo de acuerdo con la de un catalizadon

Esta prueba para urea puede ser usada para identificar guanidina
coniguales resultados.

Obermery Milton ( 6 y 7 ) presentan la misma reacción en un mé
todo cuantitativo muyestudiado y simplificado para dosaje de urea en
orina.

La técnica publicada por dichos autores hace uso de la acción ca
talítica de la urea sobre la reacción entre el cloruro estañoso y el
furaldehido en presencia de un ácido mineral.

Unaexperiencia de mas de 10¿OOOanálisis en 4 años los ha lleva
do a confirmarla exactitud del métodoy a simplificarloa

La técnica original indicaba el uso de un densitómetro fotoeléc
trico, bañohelado y cuidadosas precauciones.

El métodomodificado por esos autores presenta las siguientes ven
taJas:
a) Bs másrápido, dado que las condiciones son menos rígidas. La reac

ción se efectúa a temperatura ambiente en lugar de hacerlo a 0°.-C.'
b) E3adecuadapara la mayorparte de los laboratorios de rutina, da

do que ha sido adaptada al fotdmetro o colorimetro usuales.
Isosautores presentan una serie de notas sobre la reacción de colo

ración, que pasamosa detallar a continuación.
Seg‘ïnsus experiencias, el cloruro estañoso disuelto en 1-101de

densidad1,14 produce coloracidn con el fiirflira1.'
El color pasa de una opalescencia púrpura a un precipitado negro.'
Laadición de un coloide protector inhibe ambos, la opalescencia

y el precipitado, y aumenta la intensidad del componenteazul del colon
Enpresencia de urea, el color se desarrolla a muchamenor temp?

return, y aún a 000. Además,la intensidad de coloración es proporcio
nal a la cantidad de urea, cumpliendo la ley de Lambert y Beers

La reacción parece continua, pero puede ser detenida en cualquier
momentointroduciendo un buffer en la mezcla de reacción para detener la
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accióndel ácido mineral; para ello se usa el acetato de sodio.
Esto deja una gran cantidad de iones acetato en solución y el

color cambia de un intenso púrpura a un pardo dorado." Este segundo cam
bio no es instántaneo y la variación es regida todavía por la temperatu
ra.

Los autores investigaron el posible efecto de los otros consti
tuyentes de la orina sobre la reacción, empleándolos en concentraciones
muyen exceso sobre las normales .

Se ensayaronlas siguientes sustancias, aisladamente, y en solu
ciones de urea, en los porcentajes mencionados a continuación: sales de
amonio15; creatinina 0,5; creatina 0,1; fosfato de sodio 1,5; glucosa
5; peptona(recientemente preparada) 1,5; acetona l; cloruro de calcioz;
cloruro de magnesio 1; cloruro de sodio 5; guanidina l; ácido úrico 0,25;
glicocolalO; cistina, tirosina y triptofano, soluciones saturadas en
solución 0,1 NS de NaOH;sales biliares 0,1.

Estas sustancias, tanto aisladamente comoen mezclas con urea, no
produjeron cambios de color, con excepción de la guanidina al l % que
aumentóel color en la misma preporción que 0,05 % de urea." Dado que
la guanidinanunca está presente en la orina en concentraciones superio
res al 0,1 %esta interferencia es prácticamente de poca significación
pués introduce un error experimental despreciable, del orden de 0,01 96.

Si existe albúmina en orina debe ser eliminada, porque forma un
precipitado al agregar la mezcla ácida.

Ladesproteinización se realiza con la siguiente técnica: agre
gar 0,5 ml. de solución de acetato básico de plomo al 5 %y 0,5 ml. de
ácido acético al 10 % a 2 m1.-de orina en un tubo de centrífuga.‘ Dejar
unosminutosy centrifugam Para eliminar el exceso de catión plomo, se
agrega0,5 ml.- ds solución de sulfato de sodio al lO % a 2 cc. del 11'
quidosobrenadante de la centrig‘ugacióna

Centrifugar de nuevo y determinar la urea en el liquido sobrenadan
te, corrigiendo los cálculos para un factor de dilución 15/8.

Cuandoel 1-101 es añadido a una orina fuertemente pignentada el
coloramarillo resultante tiende a dar valores altos en la determinación.
Este error es eliminado por los autores colocando un filtro verde Wra
tten No. 74 en el fotómetro.

Alternativamente, la orina puede ser tratada con carbón adsorbente.
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Se ha probado que el tratamiento con pequeñas cantidades de care
en medioácido no produce coadsorción de urea.

Técnica de-Obermer y Milig

El siguiente métodoes especialmente adaptable al análisis en
Lede seis o mas orinas. Los autores encuentran que dos soluciones
>de urea, al l y 3 95respectivamente son adecuadas para los fines
rientea.

Aunqueson necesarios dos periodos de tiempo de media hora cada
para el desarrollo del color, el tiempo empleado en las manipulacio
es breve. Por ello el método se compara favorablemente en cuanto a
nidad con el usual del hipobromito.

Es.particularmente adaptable a pequeños animales de experimen
lónque eliminan solo reducidas cantidades de orina.

La orina (0,2 ml.) se vierte por medio de una pipeta en un tu
le ensayo pequeño y se agrega l ml. de solución de ClZSn a1 lO % en
concentrado (esta solución no es muyestable y se debe conservar en
¡dera cuando no este en uso).' Luego se agrega 0,3 m1. de una mezcla
1adisolviendo 0,3 ml. de furfural en 7 mlo de ácido acético glacial,
Levandoa 21 m1. con solución de goma ghatti al 5 96.

El contenido del tubo se mezcla y se deja estar a la tempera
¡ ambientedurante 30 minutos; no es necesario atenerse estrictamen
l este período de tiempo, pués la solución tipo se somete al mismo
:amientoque la desconocidm Si la temperatura del ambiente es infe-
7a lO°.C el tiempo puede aumentarse hasta los 45 minutosó Si es su
‘.ora los 20°C.' debe disminuirse a 20 minutos .

Al término de este periodo de tiempo, se desarrolla un inten
:olor púrpura.

Se agregan luego 4 ml. de una mezcla de tres partes de solu
lde' acetato de sodio al 30 %y una parte de solución de gomaghatti
i %.

El contenido del tubo se mezcla y se deja estar por un período
¡lamentariode 30 minutoso Durante este tiempo el color cambia del
muraintenso al verde parduzco y luego al pardo dorado;

La intensidad del color se compara en uh colorimetro comúncon
e una solución tipo de urea sometida al mismotratamiento o bien se
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lee en un fotocolorimetro expresándola en términos de coeficiente de
extinción o densidad óptica.

El métodoha sido comparado con el del xantl'Udrol gravimétrico
y los resultados se relacionen muyfavorablemente.

Loa limites de exactitud del método dependen enteramente de la
precisión con que pueden efectuarse las comparaciones.

Conun colorfinetro, la exactitud del método es de Ï 2 96en los,
casos normales, pero de Ï 5 ‘36cuando la concentración de urea es del
orden del 0,5 83.

La exactitud es superior a la de la técnica del hipobromito, que
en los mejores casos no alcanza a Ï 7 %.
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REACCIONES DE COLORACION EMPIEANDO METIL FURIID
Y OXICIORURO DE FCBFORO

El punto de partida de estos. ensayos reside en los trabajos de
ntony Gostling ( l y 2). En ellos estudian la preparación y propieda
a del bromoy cloro metil furaldehido (Br.CH2.O.C4H2¡C.H0.y 01.032.
C4H2.-c.HO.').Estos derivados según los autores, son fáciles de obte
r porscción de los ácidos halogenadoa secos. sobre los hidratos de
rbono,en particular la celulosa.

Técnica de preparación del bromometil furaldehido
500cca deuna solución preparada saturando éter etílico seco con

Hseco a 15°.C.- se vuelca sobre 100 g. de Ievulosa cristalizada y la
zclase agita y enfría si es necesario, pues puede desarrollarse una
acciónviolenta después de unos minutos .

Luegode dejar la mezcla durante 12-24 horas en reposo, toma un

lor púrpura oscuro; se agita con solución saturada de COENa2en peque
s cantidades por vez y luego con COSNa2anhidro o seco hasta que la
acciónsea alcalina al tornasol.

Lasolución etérea se decanta y el residuo se extrae repetidamen
conéter etílico.

Todoslos extractos etéreos se juntan y secan sobre Clzca duran
12o mashoras. La mayorparte del éter se destila a presión reduci

El aceite marrón rojizo resultante se toma con una pequeña porción
éter secoy se filtra si es necesario para eliminar trazas de una

atancianegra ineoluble.
Esta solución se deja evaporar en vaso abierto y cristalizan pris

a decolor marino anaranjado.
Lacristalización puede ser acelerada por agitación o adición de

er depetróleo liviano;
El rendimiento es de 20 a 25 g. Los cristales se disuelven fácil

Jte en éter, cloroformo, alcohol, benceno y muypoco en éter de petró
>liviano. Cristaliza bien de cualquiera de esos solventes, siendo el
arde petróleo el mejor para purificarlo.

El puntode fusión es 59,540,5°.c.
El producto obtenido es el un)- bromometil mrfliral:

Br.CH2C4H2: O.C.-HO.
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Otra técnica de preparación es la siguiente: lO g. de un hidrato de
carbono se cubren con 250 m1¡ de cloroformo que se saturó a 0°.C. con
BrHseco. La mezcla se vierte en un frasco cuya tapa esté asegurada
por ganchos; se coloca por dos horas en un baño de agua a ebullición.

Luegose deja unas horas y se trata con carbonato de sodio (prime
ro en solución concentrada y luego anhidro y sólido). Se filtra y lue
go se seca 1a solución con 0120a anhidro¿

Se destila el cloroformohasta consistencia siruposa y se pasa
atnlcristalizador, dondese hace cristalizar el producto por siembra.

Incluso, para la preparación del‘xl- bromometilfurfural se pue
deutilizar papel de filtro, algodón, celulosa, etc.

Delos hidratos.de carbono que se utilizaron para la prepara
ciónde este compuesto,el único a partir del cual se produce cristali
zación espontánea es la levulosa.- En los demás casos debe provocarse
por siembraó

Cuandoel bromometil furfural, disuelto en un solvente apropia
do,se calienta con plata metalica finamente dividida, el bromoes
eliminadoy resulta un producto cristalino.

Otros metales, comoel Zn, Na, Mg, parecen no tener casi nin
guna acción para e110¡

En primer experimento fué hecho por los autores con Ag preci
pitada por el método del sulfito usando tolusno comosolvente y calen
tandola mezcla en tubos cerrados durante varias horas a 140%.

Por este método se obtuvo solo muypequeña cantidad del pro
ducu>cristalinog empleando en cambio, Ag reducida del ClAg por acción
ddlZn, se produce una acción energética y todo el bromo es eliminado
uxnmdiahora, obteniéndose gran cantidad de compuesto sólid0¿

E1 método es el siguiente:

Técnica de preparación del ggtil furilo
Brometil furfural recristalizado se mezcla con un considerable

exceso(1%a 2 partes) en peso, de plata finamente dividida, preparada
rmhmiendo el CIAg con Zn por digestión durante 24 horas con SO H2 muy
(filuídoy lavando luego sucesivamente con agua, alcohol, éter y bence
noó

La mezcla de bromometil ÍUrfural y plata se cubre con dos o tres
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eces su volumende benceno seco, y se calienta hasta ebullición en un
parato de reflujo en baño de. agua, hasta que una gota del líquido no

é precipitado con solución nitrica de N03Ag.
La reacción desprende una considerable cantidad de calor que ca

ienta la mezclaantes de aplicar el calor exterior. La operación dura
nos.30 a 45 minutos.

Lasolución se filtra y el residuo se extrae tres o cuatro veces
onbencenohirvientea La mayor parte del benceno es destilado y enfrian»
o el resto se produce un precipitado amarillo. Este se seca en un pla
o porosoy se recristaliza de una mezcla de benceno y éter de petróleo
alientes. Así obtenido, el producto es todavía amarillo brillante, pero
lorrepetidas purificaciones por recristalización en agua hirviendo, de
a quese separa enfriando, precipitan prismas incoloros .

Lasustancia se disuelve fácilmente en cloroformo y ácido acéti
o glacial fríos.

Funda a 119-120°c.
Este producto de condensación del. bromometil furaldehido tiene

or fórmulaCnH804, y su constitución, de acuerdo a los datos obtenidos,
lorFenton(5) parece ser la de un metil furilo:

C4H3.O.CO.CO.C4H2¿O.'CH3
l el dialdehido:

HO.C.C4H2.O.C}12.C4H2¡O.C.HO.
t el cetoaldehido:

HO.C.04H2¡O.CO¡C4H2¿O¡CH3.
egündicho autor, la segunda fórmula parece ser la más probable.
:1compuestose disuelve también facilmente en agua caliente, clorofor
lo, benceno,alcohol y otros diSOIVentes orgánicos.

Dáreacciones de hermosos colores con ciertos. compuestos nitroge
:¡dosy las. coloraciones son tan intensas que constituyen reacciones muy
Lelicadaspara esas sustancias.

Si el reactivo se mezcla con urea y la mezcla se trata con oxi
slorurode fósforo, cloruro de acetilo o ácido clorhídrico seco, se pro
Luceun hermoso color azul de Prusia.-

Usandola reacción comouna prueba para urea, los sólidos se mez
lan bien-o, si la sustancia esta en solución, se mezcla con una solución
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alcohólica del reactivo y se evapora a sequedad en baño de agua.
El oxicloruro de fósforo, u otro cualquiera de los reactivos men

:ionados se puede emplear disuelto en un solvente. adecuado, como ser
¿ter de petróleo, ácido acético glacial o benceno.

Cuandose practica de esta manera, 1a reacción es tan delicada
que0,1 mg. de urea da un color muy intenso; con cuidado se puede reve
lar la presencia de 0,01 mg. de urea.

Las ureas monosustituidas (monometil, monoetil, monofenil urea)
danla mismareacción.

La alantoina tambien produce coloración, pero el color aparece
mas.lentamente. E1 biuret da un leve tono azul muy lentamente.

El uretano (NH2.CO.Et) desarrolla un intenso color azul. Lo
mismoocurre con el carbamato de sodio. El color producido con uretano
es producido también de inmediato si se usa como agente condensante
HCIen solución acuosa.

Nose obtiene coloración con los siguientes compuestos: difenil
ureasimétrica; dimetil urea simétrica; monoacetil urea; acetilmetil
urea; ácido oxalúrico; ácido úrico; aloxano; ácido parabánico; ácido
cianúrico; cianamida; formamida; acetamida; acetanilida; oxamida; suc
cinamida;benzamida; semicarbazida; glicocolas

La tiourea da un color verdoso débil. La coloración azul obteni
daen los casos arriba mencionados es debida a Ia formación de bases
incolorasque con los ácidos dan sales de intenso color azul. Estas
basesson fácilmente separadas tratando las sales azules con carbonato
debario y extrayendo con alcohol. Las soluciones incoloras asi obteni
dasdanel color azul inmediatamente si se las trata con ácidos en so
luciónacuosa, pero la intensidad del color depende de la concentración
y la constante de ionización del ácido .

Es mas intensa con SO4H2, HCl, HBr, 0013.000H, y solo apenas
perceptible con OHT COOHo tártrico.

Análisis preliminares de los productos de la reacción entre el
netil furílo y la urea indican que se foma un compuesto de condensación

:onuna molécula del reactivo C11H804y dos moléculas. de urea.
Este hecho indica la necesidad del grupo -NI+I2en la molécula

lel compuestonitrogenado, dado que el reactivo tiene. dos grupos =CO.
El poder para producir el color azul parece depender de la
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:apacidaddel mp0 unido al radical -CONH2para producir bases o sa»
Les.

Esto puede explicar la no producción de color por parte de las
acil-ureas. Los compuestos de condensación se oxidan fácilmente por
exposiciónal aire.

El derivado de condensación producido por 1a urea se prepara
le la siguiente manera: el reactivo seco se mezcla bien con un gran
axcesodeurea (tres veces en peso) y se calienta a llana suave hasta
mefunda;Se obtiene un líquido rojo oscuroque solidifica a1 enfriar
y quese disuelve en alcohol acuoso caliente, El alcohol absoluto,
cuandose agrega a la solución enfriada, precipita una sustancia ama
rillo rojiza amorfa que se separa en flóculos y se lava varias veces
conel p-recipitante.

Esta sustancia, insoluble en alcohol absoluto o en agua, se
iisuelve fácilmente en alcohol acuoso calientes Es prácticamente in
solubleen benceno, cloroformo, acetato de etilo, etc. Se descompone
poracción del calor a los 200°C.-sin fundir,
BIBLIOGRAFIAo- h
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DETERMINACION COLORDIIE‘I‘RICA EMPIEANDO

p .DDïETILAMINOBm‘IZAIDEI-ILDO

El reactivo de Erhlich, p.dimetilam:Lno benzaldehido, fue' emi
aadopor Weltmanny Barrescheen (1) pero la falta de especificidad
1a reacción no permitió su generalización, segun dichos autores,
ra la valoración de urea. Muchomás tarde, Bode y Ludwig (2) emplea
1la reacción aplicándola a la determinación de la urea, por croma
grafíasobre papel y determinación fotocolorimétrica “posterior.

En este método se utiliza 0,1 ml. de suero o 0,002 ml. de ori
para la determinacióna Analogamente, Watt y Chrisp (3) propusieron
métodoespectrofotométrico para dosaje de urea que se basa en esta
¡mareacción y cuyas características indicamos a continuación.

El sistema p¿dime»tilaminobenzaldehido (mmm-urea presenta
minimode transmisión en la longitud de onda de 420 mr'A, , propiedad
zpuedeemplearsepara su valoración cuantitativas

En los ensayos efectuados con este método, Watt y Chrisp em
¡sn un espectrofotómetro Beckman DU.

El color del sistema se desarrolla de inmediato y es estable
:emperaturaambiente a los IO minutos. Soluciones que contienen
are80 y 160 ppm. de urea no experimentan cambios en la transmisión
agode once días.

Rgactivos. del método dg Watt x Chrig

Urea (Pd-x.) recristalizada dos veces de metanol y lavada con
ar; se seca 48 horas al vacio sobre perclorato de magnesio y presen
unpunto de fusión de 132%.

La solución testigo de urea es al 0,4 %en agua: con ella se
Iparandiluciones que contengan de 16 a 480 ppm.

Solución de DMABal 2 % en'slcohol de 95 grados que contiene
m1.de HCl concentrado por ciento.

.c ientode valoración: a un volumen adecuado de solución de urea
xegar10 ml.- del reactivo de color y diluir a 25 ml. cOn agua desti
a.

El blanco se prepara con 10 ml.- del reactivo diluido a 25 mi.
aguadestilada.
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Aumentandola cantidad de reactivo, el porcentaje de transmisión
decrecea

E1reactivo, luego de transcurrida una semana desde su prepara
ción, presenta en la reacción el mismoporcentaje de transmisión.

Al aumentar la concentración de HCl hasta 0,44 Ma el porcentaje de
transmisión aumenta.

El sistema coloreado sigue la ley de Beer hasta 320 ppmade urea.
Enel análisis de muestras puras de urea, se obtienen con este

nfitodoerrores que varían entre + 1,6 %y - 1,0 %¡
La presencia de hidroxilamina en relación molar mayor que 10:1

lleva a un error de solo 1 96.
El cloruro de amoniono interfiere cuando está presente en re

lmnón molar de 10:1 y produce l % “de error cuando esa relación se
eleva a 15:1. La urea no puede determinarse por este método cuando 1a
hidrazinay la semicarbazida están presentes en relación 1:1.

Laa soluciones de urea muy ácidas deben neutralizarse con Na.OH
ala.fenolftaleina y hacerse aproximadamente0,4 M. con HCl.

Las concentraciones óptimas para el trabajo analítico oscilan
de 50 a 240 ppm. con un error relativo máximo de 4 % y l % de error
fotométrico absolut0¡
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DETERMINACIONCOLORIMETRICA MIEANDO RESORCINA

Arreguiney Garcia propusieron esta reacción (l) en la siguiente
forma:0,02 g de la sustancia sólida o l mla de solución concentrada
de la mismase tratan con l o 2 ml. de agua y el doble en volumen de
HClconcentrado; se agregan 0,02 a 0,05 ge de resorcina (segu’n la can-
tidad de mestre tomada: no conviene un exceso) y se lleva a ebulli
ción durante l minuto aproximadamente.

Se deja enfriar, se diluye con poca agua y se agregan 2 o 3 cc.
de éter sulfúrico: se observa si después de agitar la mezcla el éter
ae coloreas

Si se halla presente la urea, el éter toma coloración rosada o
roJiza según la concentracións

Si se añade amoniaco gota a gota al tubo que contiene la mezcla,
mientrasse lo refrigera con agua para evitar la evaporación del éter?
la coloraciónvirará en cierto momentoal azul violáceo ( instante de
Ia neutralización) y luego se decolorara, quedando la capa acuosa te,
ñida de violeta pálido si la cantidad de urea es pequeña y de violeta
intensosi es apreciable. A1 mismotiempo es posible apreciar una fluo
rescencia de color marrón.

LareacciGn es nítida con la urea y la guanidina operando en la
formadescriptaa La sensibilidad de la reacción es de l: 1000.

Se efectuaron ensayos con cuerpos afines a la urea, entre ellos:
ácidoúrico, uratos,.acido hipurico, alantoina, aloxana, creatina, alo»
xantina,etiluretano, guanina, guanidina, glicooola, tiourea y xantinaom

El ácido hipúrico no produce coloración en medio ácido, en tanto
(meen medioalcalina amoniacal da una coloración amarillo verdosa que
nopasaal éter y que debe atribuirse a la glicocola, puesto. que ésta
da'unareacción análoga.

La aloxantina, la alantoina y el aloxano no reaccionan en medio
ácido;(la alantoína produce un tinte amarillento en soluciones con
centradas), pero en medio alcalina presentan coloración rosada con
fluorescencia verdos as

La coloración que ae observa en medio amoniacal no pasa al é'tero
E1 ácido úrico, lo mismoque los uratoa, no producen coloración

enmedioácidOs En medio alcalino amoniacal la coloración amarillo ver
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sa no pasa al éter.
Contiourea en medio ácido, ésta reacción produce coloración

Jiza, quepasa al éter si se opera en solución concentrada.- Por alca
rflzaciónamoniacal, el liquido acuoso presenta coloración rosadao Si
operaen medio diluido, la coloración que se produce no pasa al éter;

to si se neutraliza con amoniacoy se vuelve a acidificar con HCl, 1a
nalidadde color que se produce pasa al éter."

El hecho más probable es que se produzca una transformación
la tiourea en urea.

Nose debe considerar esta reacción comopositiva, pues la
muuina,por igual tratamiento, produce una coloración amarillo rosa
en 1a capa etérea¡

La guanidina da la misma reacción, aunque más débilmente. Ello
debeaíla facilidad con que sa-hidroliza para dar urea y amoniaco;
gumüna,¡antina y creatina no dan le reacción indicada.

Laeexperiencias efectuadas con soluciones tituladas de urea,
mandocantidades conocidas con el objeto de estudiar una cuantifica
filde la reacción, dieron resultados negativos.

Ello se debe seguramente a que se producen varias sustancias y
alas cantidades de los cuerpos que entran en reacción deberian estar
unaproporción adecuada.

Por otra parte, la resorcina calentada con HCl, y, especial
fimsi éste es concentrado, produce una coloración que no pasa al
ar y que no vira con el amoniaco.

Enmedio amoniacal se presenta el inconveniente de la fluores
mia, lo cual hace-imposible 1a valoración¿—

La reacción debe ser efectuada con mezclas de HCl y resorcina
:hmzenel momentode.utilizarlas; de ninguna manera debe recurrirse
¡ezclasya preparadas, pues la resorcina en presencia de HOlse alte
cmlel tiemp0¡

Además,debe cuidarse de no usar un exceso de resorcina en la
mción. No debe emplearse un exceso de álcali, pues el amoniaco en
emaorigina un tinte verdoso que molesta la observación¡ En todos los
:mms,debe preferirse el amoniaco a los hidróxidos de sodio o de po
105

Desdeel punto de vista de sus aplicaciones, varias son las
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educciones que pueden hacerse.
La saliva, elemento en cuya constitución entran una serie de

erivadosnitrogenados (guanina, guanidina, bases pirimidicas) da 1a
eacción, por la presencia de guanidina y urea. Puede admitirse también
nalúdrólisis de los.g1uco y nucleoproteidos presentes en la saliva.

Examinandola serie de sustancias que dan la reacción en las
ondufionesen que se opera, resulta que solo la dan aquellas que tie
en una grupación: C(NH2)2. Tal cosa ocurre, por ejemplo, con la urea
la guanidina¡ La tiourea dá la reacción, pero presenta anomalías que

a hmasido anotadas por otros investigadores del tema.
Es posible admitir que la arginina, guanidina del ácido diami

o valeriánico, que por hidrólisis da ornitina.y unea, de la reacción;
ués comolo hace notar Lambling, la arginina es el único ureido que
mulene, bajo la forma de resto guanidinico, el grupo ureico ya forma
Oo"

Esta reacción, según Marenzi, es considerada completamente
¡Especificapor Wernery no utilizable en la determinación cuantitati
a de urea (2).
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REACCIONES DE COLORACION EMPLEANDO ACIDO FCBFOTUNETICO

Moreigne(1) y Moor (2) emplearon el ácido fosfotúngstico como reac
o de coloración, pero este método ha tenido poca aplicación.

¿mmm

1.- MOREIGNEH. Reaction coloree produite par le reactif phoe
photungstique en presence de l'acide unique et observa
tiona sur les procedes generelment employes pour defe
quer l'urine avant le dosage de l'urees
Aaa. gggg. Anggxt. ggp_. ¿9, 15 (1905).

2.- moonA. Binhema g. 142, 575 (1924).
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DETEHVíINACIONCOLORIMETRICA EVIPLEANDO ACIDO SUII‘ANILICO

Conel ácido sulfani'lico diazotado (l) (2.), 1a urea da un co
r verdeamarillento, y en base a esta reacción es posible estimarla
lorimétricamente en sangre u orina.

Esta reacción no se produce con sales de amonio, guanidina,
eatina, creatinina y amino ácidos.

El color es producido hasta por una solución 0,0005 M, de urea.
En el caso de la sangre, se debe preparar un desproteinizado

¡clando 2 ml. de suero con 2 ml. de ácido tricloroacético al 20 %¿
1tar, filtrar y usar ese filtrado.

En el caso de tratarse de orina, se mezclan 8 ml. de la misma
n 2 ml. de solución saturada de aubacetato de plano; filtrar, y a
ml.del filtrado agregar 3 m1. de solución saturada de sulfato de
dio;-Filtrar y diluir 5 ml. del filtrado a 25 mla

Laorina ha sido asi' clarificada y diluida 1:10.
El reactivo se prepara mezclando 2 volumenes de una solución

ácido .sulfanílico al 0, 95en HCl 1:19 y l volumen de nitrito de
iio al 0,2 %en agua destilada.

La reacción se efectúa agregando 0,1 m1.-del reactivo a l cc.
lliquido problema, y se compara con una solución de cromato de pota
Dal 0,02 %usando una curva de calibración de urea comocontrol.

Este método ha sido objeto de algunas modificacionem Se pue
descomponerla urea con ácido nitroso y determinar el exceso del

amo con ácido aulfanïlico y fenol.
Este método fué prOpuesto por Sanchez (5) (4), para doaaje

ureaen líquidos biológicos ¡
Los amino ácidos y el amoniono interfieren en esta reacción.
El color final es directamente proporcional a la cantidad

ácidonitroao e inversamente proporcional a1 contenido en urea.
Este método permite determinar hasta 0,2 mg. de urea por ml,

la muestraincógnita.
Debeeliminarse dentro de lo posible, el aire que contiene. 1a

Luciónde nitrito, pues puede ser oxidado a nitrato y falsear los
¡ultadosde la determinación.

Glicina, alenina y leucina no interfieren en la reacción; el
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'ito debeestar ausente de los reactivos para evitar errores en 1a
erminacidnr

Método de Sanchez
¿1.102.

Nitrito de sodio 0,01 %.
[ciónreactivozoontiene 0,5 ga de ácido sulfanflico y 0,75 g.- de
il en 100 ml.- de ácido sulfúrico al 2,5 %.
Lcióntestigo: se prepara disolviendo 0,100 g. de urea en agua des
Kiahasta completar 1 litrm En esta solución, 1 m1. equivale a 0,1 mgo'
reac

Se prepara una serie de-soluciones de cmcentracidn crecien
tomandode la solución testigo 1 - 2 ............-5 mla y completando
[una de ellas a 5 m1. con agua destilada,
:edimiento.

Se puede efectuar el dosaje en sangre, suero, plasma o líqui
1fa101raquïdeo .-

Mezclar0,5 o 1 ml. de la mestre con agua destilada hasta
¡letar 8 ml.-- Agregar l m1. de ácido sulfúrico 0,67 M. y l mla de
:stato de sodio al 10 %.'Mezclar y calentar en un baño maría hirviendo
a quese produzca la coagulación. La muestra puede también ser despro
izadapor mediode una solución de ácidotricloroocéticm

Unavez coagulada la masa proteica, se filtra; tomar 5 ml. del
radoy agregar l mla de solución de nitrito de sodio al 0,01 %.—
ir a 10 ml.-y cubrir con una capa de aceite mineral.“

Agregar 30 gotas de ácido sumírico concentrado; mezclar
y calentar a 65 OC. durante 25 mimtoa..

Agregar l mle del reactivo mezclando bien y luego 4 ml.- de
iaco concentrado.

Mezolary dejar en reposo 5 minutos antes de efectuar la
mación.

Muypocas son las técnicas de valoración de urea que util},
la reacción de descomposición por el ácido nitroso, pues la mayor
e de los investigadores consideran, después. de los estudios de Wer
me noda resultados satisfactorios.

Frattini considera el método de Sanchez comoexacto, aunque
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arenzi y col. (5) creen que el ácido nitroso influye también sobre
os aminoácidos.

IBLIOGRAFIA.

1.-- SNELLy SNELL. Colorimetrím Ana_11-sis. ¿[L (1937) Van Nostrand
Co.

2.- smsuno A01. Naggla g. Mg. 53;.- 1, 13 (1928).
3.- SANCHEZJ.A. ¿gn Centro E_e_t_.-Lg. M.- gfi, 364 (1935).
4.- SANCHEZJ.A. Semana Médica. _2_, 503 (1937).
5.- MARENZI,CARDINI,BANFIy vmoNGA. Bioquímica Analítica

Cuantitativa.- El Ateneo . (1947).



-27.

DMACION COLORIMETRICADE LA 93gW
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SegúnFearon (l), las. reacciones de identificación y doseje
rea basadas en su condensación en medio ácido con grupos —C.HO o z
¡estranresultados e1entadores.

Especdalmente.las reacciones que emplean dicetones (discetilo

20.00.0113)prometen las mejores perspectivas en cuento a su aplica
tad.

Emmedio fuertemente ácido se obtienen productos amarillos
¡oroxidación se convierten en pigmentos anaranjados y rojos.

Bajo estas condiciones de acidez, no se produce reacción con
,ófanoy guanidinae sustituidas, lo que indica cue el diacetilo tie
Lareactividad distinta según la reacción de]. medim

El mecanismode las reacciones del diecetilo en medio alcali
é estudiado por Harden y Norris (2), O'Meara (3) y Lang (4).-

Smith (5), que estudió el mecanismode estas reactiones, des
6 las coloraciones que se producen entre el diacetilo y muchas azi
entre ellas 1a semicarbazida.

clasificó las reacciones en:
).- Carbamido- diacetilo reacción: es le que se produce en medio

ácido y es dede por compuestos del tipo:

R-NH.00.NH2 o Bl-NH.CO¡NH—R2

)c- Guanidino- Diacetilo reacción: es la que se produce en medio
alcalino y es dada por compuestos del tipo:

NHícoNH-R o NH}C.' -R
“Hz “Hz

aminerontambién la mono y dioxima del diacetilo. La monoxims.fué
lor en sensibilidad al diacetilm La .‘dioximeno dió resultados sa
atodos.

Fearon (1) aconseja le técnica siguiente: se debe acidifi
Jertementela solución de urea con H01 concentrado y agegar unas
de solución de diacetilo el 3 96.-So hierve 3 o 4 minutos-z se produce

floración anaranjade que vira al rojizo por adición de unas gotas de
Lfeto de potasio al 1 96.

La reacción es positive con urea, fenilurea, netiluree,
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utilurea, betamaftilurea, dimetilurea (a.- y a.), alantoina, semicar
azida, citrulina y todas las grandes proteínas examinadas: ovoalbdmina,
eroalbúmina,ovoglobulina, caseinógeno, seroglobulina, lactoalbdmina,
ibrina, edestina, gluten y mucina.-

La reacción es positiva con compuestos.de fórmula general

1-NH.-CO.'NH-R2donde R1 es hidrógeno o un radical aliffitico y R2
Ues un grupo acilo.

Así, la fenilurea y la dimetilureo simétrica dan la reacción,
erono la ac'etilurea y la difenilureaá

Se sugirió que los pignentoa obtenidos en la carbomilo reac
‘16neran derivados del anillo p=irimidínico, el cierre del cual se lle
na cabopor condensación oxidativa, incluymdo un metilo del diaceti
g...

El compuestoformado entre el diacetilo y Ia semicarbazida
i unatriazins y.fu6 obtenido por Thiele (6).

Notelson, Scott y Beffa (7) presentaron un micrométodo adap
¡doal dosaje de urea en sangre, empleando el diacetilo comoreactivo
acoloracióm

A 0,1 mls de suero, plasma o sangre se agrega 1,9 mla de so
1c16nde ácido túngstico. Esto se prepara con partes iguales de solu
L6nde ácido sulfúrico 0,15 M.-y tungstato de sodio a1 2,2 %.-—

Convienerealizar esta desproteinización en un tubo de fondo
¡nicopara centrimgar; delrlíquido sobrenadmte de la centrirugacion
vmar1 ml; y agregarle 5 m1. de diacetilm Llevar a un baño de agua a
mllicidn durante 5 minutos.

Enfriar y comparar con 1a mismareacción efectuada sobre una
tlucióntipo de urea de concentración adecuadas

mama.
1.'- mon wm Bicnhem.g.- 22, 903 (1939).-
2.- ¡msnm y NORRIS.¿.1¿29131016 Ag, 332 (1911).
36- o‘MEARA.Md ¡la gm ¿{1111.-_1_2, 346 (1931).
4.—LANG.._I-I_ogp.8_e1;sg. ¿64 244 (1932).
5.-- SMITH.Angus . 6g 171 (1935).
6.- THIELE.‘¿n_n6mo' 29h 322, 299 (1898)¡
7.- NATEISON,SGOTTy BEFFA. ¿9.- _.¿.-gl_1_n. Path. _2_1_,275 (1951) .-
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DETERMINACION COLORDEETRICA EMPLEANDO DIACETJIMONOXJJVIA

El métodose basa en 1a reacción descripta por Fearon (1) y es
.iadaposteriormente por Ornsby (2).

Cuando1a urea se calienta en solución ácida con diacetilmcnoxi
se produceun color amarillo que se intensifica al amarillo anaran
‘opor oxidación con persulfato de potasioá Muchasureas'sustituídas
.un tonorojizo; solo la urea produce color amarillo.

Fearonempleó1a reacción para determinar citrulina en caaeína;
mally Hunter (3) para citrulina en tejidos; Abelin para urea en
ro, pero realizando 1a reacción en medio neutro, con lo que-logra
tamenteun dosaje aproximadOs

Laurea es la única sustancia que produce una coloración anteri
anaranjadaw

Unatonalidad variable del rosa al rojo, similar a la de la ci
Iina es producidapor la metilurea, butilurea, fenilurea, dimetilu
, alantoina, semicarbazida y proteínas.

Lareacción es negativa con sales de amonio, hidrazina, corbama
,oianatos, acetamida, difeniIurea, guanidina, metilguanidina, crea-
a, creatinina, glucociamida, ácido uroxámico, ¿cido úrico, indol y
os los aminoácidos.examinados.(glicina y sus ésteres, sarcosinu,
nino,cistina, tirosino, triptdfnno, orginina, histidinn, lisina,
lina, hidroxiprolina, asparagina, ácido asp5rtióo).—

Luego,de sus investigaciones, Fearon llegó a la conclusicïn de
la reacción es positiva con compuestos que tienen la fórmula gene

Rl-NH.CO.'NH-R2

ie RI es hidrógeno o un radical alifático y R2 no es un grupo acilo.
La alantoina da una de’bil reacción, pero en el dosaje de urea

Jrinano introduce un error apreciable .'

Métodode Ornsz si)m.
HClconcentrado.

Dliacetilmonoxima al 3 % en solución acuosa, la cual, guardada en
¡derase conserva indefinidamentea
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Persnlfato de potasio al l %. Debe prepararse semanalmentey
mrdarseen heladera.
¡Iucidntestigo: contiene 0,1 mg.' de urea por mls Se agrega un poco de
orofomo como conservacion
'ocedimientor

El volumende muestra analizado debe contener preferentemente
¡tre 0,1 y 0,2 mg. de urea; (límites z 0,05 a 0,3 mg.) y no debe ex
¿derde 3 m1. Para muestras de orina debe emplearse 0,01 m1., o sea
ml. de una dilución 1:100.' En sangre, 3 ml¡ del filtrado de Folin
¡nsuficientes .

Colocar la cantidad apropiada de solución en ttños de ensayo;
ml."y 2 ml.- de solución testip de urea en tubos semejantes y en
ro tubo 3 ml¡ de agua destilada.

Llevar todo a 5 ml.- con agua destilada Agregar a cada tubo
ml. de HCIconcentrado y 0,5 m1.-de solución de diacetilmonoxima al
25.

Mezclar por rotaciGn y colocar los tubos en un baño de agua
rviendodurante lO minutos. Evitar 1a evaporación tapando los tubos
n unaesfera de vidrio.

Eni’riar 2 minutos en agua corriente y agegar 0,25 m1. de per
lfato de potasio al 1 %. lentamente, de manera que forme una capa.

Luegodel agregado de persulfato a todos los tubos, agitarlos
multdneamente.

La intensidad del color se lee en un fotoeolorimetro con fil
o azul 420; El tiempo que-tarda el color en desarrollarse al máximo
pendede 1a concentracion de urea.-

.Con0,1 mgs de urea, el máximose-alcanza a los 5 minutos; con
2 Ing.-entre los lO y 15 minutos; con 0,3 mg. entre los 25 y 30 mi
tos.

La concentracidn debe calcularsev preferentemente con una cur
decalibración para obtener un valor exacto, pues la proporcionali

d, luegode:cierto limite, deJa de ser lineal.
Ornsby comparó este método con el de Van Slyke y Cullen, de la

easaobteniendo valores semejantes.
El color obtenido con filtrados de sangre y con orina difiere

vementedel obtenido con urea pura debido a la presencia de citrulina¿
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Esto se corrige anpleando el filtro azul 420 ( con transmi
1entre 400 y 420 milimicrones) que es la zona en la cual las cur
de absorción de esos. dos compuestos difieren mas.

Realizando los ensayos de recuperación de la urea agregada se
¡para entre el 97, 5 y el 102,4 % de la mismas
:to del tiegpo de calentamiento.

El aumentodel color depende del tiempo de calentamiento.
lntensidad crece rápidamente en los primeros minutos y luego la
lación es menord- Ea adecuado un periodo de lO minutos.“
tidady clase de agente oxidante.

Fearonhalló que el mejor agente oxidante es el persulfato de
asia pues no destruye el pigmento formadOc La cantidad óptima es
3,25ml. de una solución al l 96.

:to de la Ing.
La luz directa del sol aumentarápidamente la intensidad del

Dro

tuenciade los ácidos“

El HCl puede ser reemplazado por SO4H2, P04H3, 0013.-COOH,pt.h
¡e obtiene mayor intensidad de color con el primero.

Método de Barker (5)
:tivos.

Solución acuosa de diacetihnonoxima al 0,3 %. A temperatura
lente se conserva 4 semanaa.' En heladera se conserva más tiempo.

Acido aulfiirico al 50 %V/v.
Persuli‘ato de potasio al l %. En heladera se conserva por es

Lode 4 a 6 semanas.

Solucióntestigo concentrada de urea: 1,0717 g. en 500 ml.
aguadestiladac Se conserva con unas gotas de toluol o clorofomo.

Su concentración ea tal que l 11116equivale a l mg; de N urei2

Solución testigo diluida de urea: ae prepara llevando 1,5 ml.
Lasolución anterior a 100 ml. con agua destiladas l ml.- de esta
¡cib'nequivale a 0,015 mg. de N2 unico.
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>cedimiento.
2 mls del filtrado libre de proteinas preparado según Folin

lu se colocan en un tubo de ensayo. Se agrega luego 0,25 ml. de so
:ión de diacetilmonoadma y 4 ml. de ácido. sulfirico al 50 %.

Se lleva a un baño de agua a ebullición por 10 minutos, tapan
los. tubos con esferas de vidrio para prevenir la evaporación. Lue
ae agrega 0,25 ml. de persulfato de potasio al l %dejando en el
la a ebullición 5 minutoa más.-Retirar los tubos, luego de ese lap
y efectuar la lectura luego de 15 minutos de haber agregado el per
rato.

El testigo se prepara con 2 mla de solución testigo diluido que
sometenal mismo proceso.

Para la precipitación de las proteínas de la sangre, pueden
maelos métodOs de Folin y Wuo Somogvie En este último es. conve

rntela modificación que emplea una solución ácida de.SO4Zn. La dea
tteinizacióncon ácido tricloroacético no da resultados satisfacto
B.

Las lecturas se pueden efectuar en un fotocolorImetro usando
Ltro azul 420.-

Si la lectura, efectuada en la escala de densidades ópticas,
mayorde 500, la determinación se hace agregando 5 ml. de agua des
aday leyendo nuevamente la intensidad del color luego. de haber
ctuadoesa dilución.

Si se sabe que el filtrado a emplear en la determinación contien
menosde 75 ng. % de N2 ureico, se utilizan 2 ml¡ en la mismm En
casode tener una mayor concentración, se emplea l m1. del filtra
diluído a 2 m1. con agua destilada.

Dilwendo comose explicó anteriormente con 5 ml.- de agua des
adaal efectuar la lectura colorimétrica, es posible ampliar la pro
cionalidad de la reacción hasta 250 mg % de N2 ureicoo

El procedimiento se aplica con éxito a la orina, sin necesidad
eliminar el NH3con permutita. Una dilución conveniente de la orina
12200si se emplean 2 m1.-de dilución; y 12100 si se utiliza l ml."

En casos excepcionales se pueden modificar estas condiciones.-—
Enla calibración efectuada con soluciones de urea de concentra

ncreciente se obtiene una relación lineal entre la concentración
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densidadóptica hasta un valor de esta de aproximadamente 400,
andousarse hasta ese límite una simple proporción para efectuar
nculod

Por encima de ese valor de densidad óptica debe usarse una
a de calibración.

Este método fué comparado por Barker con el de la ureasa por

[lacióndel NH3y nesslerizacióne En los diferentes ensayos, la
apegada fue recuperada totalmentea

Siempre obtuvo resultados más bajos que con la ureasa pero
¡emeJanteso

El ácido úrico, creatina, creatinina, glicina, alanina, ácido
Imico,arginina, lisina y asparagina en cantidades equivalentes a
3‘de N2ureico no interfieren en la determinacións

Orekhovichy Tustanorskii (6) introdujeron una variante en el
lo de la diacetilmonmtimaw

Esta modificación es la siguiente: si bien la citrulina y la
dancoloración amarilla con la diacetilmonoxima, en presencia de
tófanose produce una coloración púrpura

Triptófano y citrulina, en una solución que contenga Polij3 y
¡producenun urei'do qJe es responsable de esa coloración púrpura.

Enpresencia de una cantidad dada de triptófano, puede calcu
2Ia cantidad de urede formada, pues l ml.' de triptófano reaccio
m4 moles de urea o 3 moles de citrulinaa

Esta reacción se puede aplicar a la determinación de urea en
e.

own..
1.- mon W.R.Biochem.g. 2:, 903 (1939).
2.—omsaï A. g. Bi_oi.-913g. ¿49, 595 (1942).
3.- GOMALLy HUNTER.Biochem. g. 25, 650 (1941).
4.- ORNSBYA. ¿ó gm. m. ¿49, 595 (1942).
5.- BARKER3.13. g. gi_ol. Chem. ¿2, 453 (1944).
6.-- ORHCHOVICHy TlBTANOVICH;Biokhimija. ¿4, 444 (1949).
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DETfl' INACION COIDRJME‘I‘RICA DE LA UREA EMPLEANDO

alfa ISONITRCSQPROPIOFENONA
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DE‘I‘ERMINACION COIDRIMETRICA MIEANDO

alfa . IS ONITRCBOPROPIOFENONA

Archibald (1) propuso un método de dosaje de urea basado en 1a
bracidn roja que en medio ácido producen la urea y la alfa.isoni
osopropiofenona.La estructura del producto obtenido es desconocida..

Comoen el caso de la diacetilcarbamido reaccion, el color ob
ndoemfotosensible, Por ello, el color se desarrolla con mayorin
nsidadal abrigo de la luz; en esascondiciones la coloracián ob
udaes estable por más de 24 horas.

Laalfa.isonitrosopropiofenona parece presentar algunas venta
acwnrespecto al empleo de la diacetilmonoximaz

a)Efl reactivo es menosvolétál.
b) Produce color rojo, que es más fácil de comparar que el amari

llo de 1a diacetilmonoxima.
c) El reactivo es menossensible para la citrulina y otros deri

vados de la urea.
Noproducen coloración con este reactivo los siguientes com

eatos:derivados amoniacales, uretano, tiourea, benzoimidazol, prolina,
nfiúna,glutamina, asparagina, ácido glutámico, glutatión, ergotioneí
,cafeina, adenina, hidantoina y creatina¡

Danuna coloraci6n muydébil la aloxantina y el ácido úrico.
El ácido parabánico, aloxano, biuret,.a1antoina y proteinas

nundesarrollo de color semejante a la urea.
Lametilurea reacciona dando color rojo.
Los siguientes compuestos: N-benzil N-metil urea, N-etil N-o

flflaúl N'- dibenzoil urea, N-etil N-2,4-dimetilfenil N‘—etilurea,
producencoloración cuando la reacción se efectúa sobre 10 mg. de
¡mismosi

La mismacantidad de N-hidroxietil nrfenil urea y N-2-metil 4
mofenilN'—etil urea solo produce vestigios de color.

El timol reacciona comola citrulina , pero con cantidades
pudores a 1 mg¿ produce turbiedad.

El ácido barbitürico reacciona dandocolor amarillo.
Sobre Ia naturaleza de la reacción es posible obtener algunos

un al base a la estructura de:los dicetoderivados y derivados de
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ureaque reaccionan.
Lang (2) dice que en el caso de la guanidina en medio alcalino,

dosgrupos carboniloa deben estar adyacentes en el dicetoderivado
aquese produzca color en la reacción.

Lo mismodebe decirse de la carbamido reacci6n con alfa.isoni-—
mpropiofenona.

La alfaaiaonitroaopropiofenona tiene por fórmula 06H5—CO-—C:NOH—CI-I3;
:ambio, el derivado (36H5m00-CO-06H5no produce coloración.

Lang estableció cpe por lo menos un grupo --NH2de los: derivados
la guanidina debe estar libre para que se produzca 1a reacción; es
IOee estricto en el caso de la carbamido reacción.

Aeí, un compuesto de estructura lil-NH-CO-NHnR2da un débil co
conalfa.ia¿onitrosopropiofenona y uno de más intensidad con diace
maxima.

Las amidaa del tipo R-COINIH2no dan color.
Derivados. de 1a urea de fórmula general R-NH-COa-NH2reaccio

dandouna coloración más intensa con diacetílmonoxima que con alfa.
11trosopropiofenona.

Las ureas. disustituídas del tipo RlR2N—CO-—NH2dan colores in
lificantes en cuanto a intensidad.

Compuestos del tipo Rll'tzl‘I-CO-Nl-IR36 RleN-CO-N(R3)2 no dan co

Comose indico' previamente, tanto el diacetilo comosus mono o
:1madan el mismodesarrollo de color en 1a carbamido reacción, pero
Lntensidadde la coloración es un poco mayor con la diacetilmonoxima.-

En el caso del benzoil acetilo y au oxima los colores que se
lucentienen 1a misma intensidade

Lang emplea el benzoilacetilo en medio alcalino en reemplazo
diacetilo para determinar guanidinaó Tambiénlo emplea para creati
ly argininaá

Método de Arghibald

Mezcla sulfo-fosfórica: está compuesta por 1 volumende ácido
úrico concentrado, 3 volumenes de ácido foafórico sirupoao y 1 vo
¿nde agua destilada.
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Soluciónde.alfadsonitroaopropiofenona al 4 %en alcohol etílico.
ucióntesi:ng de ure z 10,7 mg. de urea en 100 ml. de agua destila

Se guarda en heladera y se renueva mensualmente.
Solucióndiluída de urea: l m1. de la solución anterior ae diluye a

n15con agua destilada; l m1."de esta solución equivale a 0,0107 mg.
¡reao a 0,005 mg. de N unico.

Buffer de acetato: lO g. de CH3¡COONa.3H20 y 10 ml. de dcido acé
>glacial se llevan o 1.000 ml.' con agua destilada.
:edimiento:

Sepuedenusar para la determinación los filtrados de sangre pri
Ide sus proteínas según los métodos daeSomogyi, Fujita e Iwaatake,
Lery Van Slyke.-

Losdializados obtenidos segun la técnica de Hamilton y Archibald
sontambién satisfactorios..-

Para sangres con alto contenido de urea se usan diluciones mayores
“10.

Cada2 ml. de filtrado desproteinizado que se emplean en la deter
lciónse mezclan en un tubo de ensayo con 5 mls de agua destilada.
rtubo de ensayo tiene un tapón de gomaatravesado por un capilar de
a 1 mm.de diámetro.
Pí‘eparaciónde muestras de orina: se diluyen de acuerdo al volumen

¡rinaexcretado por minuto segun la tabla adjuntar

vlummde orina Dilución para orinas con Dilución para orinaa, con
nitido en ml/min. menos de 0,5% de prot. mas de 0,5% de prot.

Iade 0,2 1:1000 1:500
o,2—o,5 1:750 1:375
o,5—1,o 1: 500 1:250
1,0-2,o 1:300 1:150
2,0-4,o 1:200 1:100
4,0-9,o 1:120 1:60
9,0-15 1:50 1:25



-4o—

En el caso de tratarse de orinas con mas de 0,5 %de proteína-s,
2debeproceder a la desprote-inización antes de la dilución.

Para el caso limite de 0,5 96, luego de una dilución de 12500,
lees la indicada, la muestra para el análisis. contiene 0,01 mg96de
Fate-ines, lo que ocasiona solo un error de + l %.-—

Para eliminar las proteinas se mezclan volúmenesiguales de ori
¡y buffer de acetato; esta mezcla tiene un pHentre 4 y 5.

Se calienta luego la mezcla a 100°» Ca y el precipitado de pro
sinasse elimina por centrimgacidn o filtración.

La orina, una vez liberada de sus proteinas, debe diluírse como
eindica en la tabla adjunta en su última columna, con lo cual se ob
Leneuna dilución final igual a la de la orina sin proteínas, equiva
mte a la columna del medio del cuadras

Luego,.2 ml.- de orina diluida se pasan a un tubo de ensawo y
eagrega 5 ml.- de aguav

Debe tenerse. la precaución de no agregar timol comoconserva
)r a la orina, pues si contiene mas de l mg. en l'a dilución final, pro
:caturbiedad en la reacción.

El blanco y el testigo se preparan colocando en sendos tubos
zensayoO-2-4- y 6 mL de solución testigo diluída y 7- 5- 5- y l mio
aaguadestilada respectivamente .

A cada uno de los tubos que contiene 7 ¡111.-de liquido se agre-
m5 ml. de solución fosfosuli’firica y 0,4 ml. de solución de alfa.isn-—
Ltrosopropiofenona.—

Se mezcla por inversión y se tapan los tubos de ensayo con el
¡pónespecialmente preparado, colocando los tubos, en un baño de agua
¡eradel contacto de la luz. El agua del recipiente debe llegar al ni
:l del líquido en los. tubos.

Luegode una hora de calentamiento, los tubos deben colocarse
¡un recipiente conteniendo agua a temperatura ambiente durante 15
Lnutos.-

Se efectúa luego la lectura en un espectrofotánetro, con longi
¡dde onda de 540 milimicrones, ajustando a cero con el blancas

En el caso de-usarse un colorimetro visual, debe compararse
mel testigo mas semejante.
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Cuandose usa el fotómetro, se construye una curva de calibración
uerelacione las concentraciones de urea con la densidad óptica de sus
oluciones.Conlas densidades ópticas obtenidas en los ensayos, y uti
izandola curva de calibración, se pueden conocer las concentraciones
e urea de los mismos .-

Siendo 2 los" mg; de urea y Q el volumen al cual l volumen de
angreu orina es diluido, se aplica al utilizar el fotómetro, la si-
uientefórmula de cálculo:

g; %de N2 ureico: 50. P. D.
Si se utiliza el colorímetro:

g.-%de N2 ureico: 50. D.C. S/U.
onde:fi : lectura del testigo,

y : lectura del desconocido y
_C_: mg. de N2 ureico del testigo.

Ladensidad óptica desarrollada en las soluciones de urea por esta
eacciGnno es exactamente proporcional a la concentración de urea por
¡cima de una densidad óptica de 500.-

En cuanto a la exactitud del me'todo, se obtienen en orina resul
¡dosmayores en 2,8 % con respecto al método manométrico de la ureasa
muna desviación standard de i 3,0 %.

En sangre los resultados son 0,8 %mayores con una desviación etan
¡rd de Í 2,6 96.-

BLIOGRAFIA.

1.»- ARCHIBALDR. g. Biol. Chem. ¿51, 507 (1945).
2¡- LANGz. ¡msm . Chen. _2_0__8,273 (1932).
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PARTE EXPERIMENTAL



-43

METODO DE LA DIACETIIMONOXIMA
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INTRODUCCION

Comoresultado de diversos ensayos previos utilizando las reac
ciones anteriormente descriptas hemos seleccionado comola mas conve

' nientela técnica de Ornsby, introduciendo en ella algunas modificacio
nesconobjeto de aumentar su sensibilidad y simplificar su ejecución.

MICA MODIFICIMJAPAPA LA DE‘JLEBMINACIONCOIORDIETRICA DMA DE UREA

HELL-ANDO DIAGETHMONOXMA

mts:
Mezcla "fosfosulfiirica: está compuesta por 3 volúmenes de áci

dofosfórico siruposo y 2 volúmenes de ácido sulfúrico concentrado.
Solucidn de diacetilmonoxima a1 3 % en agua destilada. Conser

varpreferentemente en heladera. La preparación de la diacetilmonoxima
y supurificación se describen más adelante.

Solución de persulfato de potasio al 1%.Se conserva en buenas
condicionesunas 4 semanas, especialmente si se guarda en heladera.

Solución testigo concentrado de urea: al 4 por mil en agua des
tilada. Se conserva con unas gotas de cloroformo.—

Solución testigo diluida de urea: 0,5 mL;de la solución ante
rior se llevan a 100 ml. con agua destilada; 2 ml¡ de esta solución tes
tigo equivalen a una muestra que contiene 0,2 g. por mil de urea y que
hasido diluido comose indica en el procedimiento dado a continuación.

Procedimiento:

Dosaje de urea en sange

Se empleafiltrado de sangre libre de proteinas según el método
deFolin y Wu, tratando 1 ml.- de sanas con 7 mla de agua destilada,
Iml. de ácido sulfúrico 2/3 N. y l mlo de tungstato de sodio al lO %.'

Luegode agitar y filtrar, se toman2 ml. de filtrado limpido
paraefectuar la determinación.

Errcaso de disponer de un volumen reducido de muestra para su
análisis, pueden reducirse proporcionalmente los volúmenes empleados en
la desprotelnización y utilizar 1 m1¡ de filtrado diluido al volumen
original de 2 ml.- con agua destilada.'- ‘

Puede también emplearse el siguiente micrométodo: en un tubo de
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fondoc6nico.para centrífuga se coloca 1,4 mL de agua destilada, 0:2 mla'
de sangre, 0,2 m1. deácido sulfúrico 2/3 N.-y 0,2 ml. de tungs-tato de
sodio al lO %. Agitar, centrifugar lO minutos a 2000 revoluciones por
minutoy retirar con una pipeta l ml. del liquido sobrenadante, prosi
guiendocon la técnica comose indica a continuacióm

Se toman2 ml. del filtrado libre de proteínas ( o lml. y l “116
de agua destilada) y se le agregan 2,5 ml. de la mezcla fosfosulfiiri
ca y 0,25 m1. de solución de diacetilmonoxima al 5 96.

Lu-egode mezclar el contenido del tubo, se lo lleva a un
bañode agua a ebullición durante 10 minutos, Juntamente con un testi
gopreparado con 2 mla de solución diluida de urea y un blanco con 2 mla
de agua destiladas

Se retiran los tubos del agua hirviendo y se les agrega 0,25
ml.-de solución de persulfato de potasio al 1 %.'

Esperar 5 minutos y diluir a 10 ml. con agua destilada;
Efetuar la lectura en el fotocolorimetro empleandoel fil«

tro azul 47.-
El cálculo de la concentración de urea, efectuando las lectu

ras en la escala de densidades ópticas es el siguiente:
Cd = Id.’ 0,2/Lt.

donde: Cd : concentración del desconocido en g/mil.
Ld z lectura del desconocido en densidad óptica.
Lt : lectura del testigo en densidad ópticas
0,2 a concentración en g/mil de la solución testigo.

Dos_a_,jede urea en orina.

0,1 ml. de orina se diluye a 10 ml.' con agua destilada. De esa dilución
se toma0,2 ml. y se agrega 1,8 ml. de agua destiladas Esevolumen de
2mlces el que se utiliza para el dosaje de urea en orina, siguiendo
el mismoprocedimiento que para sangrad

El cálculo se efectúa de la mismamanera, pero teniendo en
cuentala dilución, que es l: 1000.

En orinss con albúmina debe procederse a la desproteinización
poruno de los procedimientos siguientes:

a) Enpleando volúmenes iguales de orina y una mezcla de 10 go acetato
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de sodio cristalizado y lO ml. de ácido acético glacial que se dilu
ye hasta 1000 ml. con agua destilada. Las proteinas se coagulan co
locando el tubo que contiene la mezcla en un baño de agua a ebulli
ción.- Luego, el precipitado de proteinas se separa por filtración
o centrifugaciGn.

b) Mezclar.8 ml. de orina con 2 mla de solución saturada de acetato
de plomo. Filtrar y a 5 ml. de filtrado agregar 3 ml. de solución
saturada de sulfato de sodio; filtrar y diluir 0,25 ml. del filtra
do a 25 ml. La orina ha sido así clarificada y diluïdatli290.

INFLUENCIA DE LA ACIDEZ DEL MIO
EN LA INTH‘B IDAD DE OOIDRACION

Se prepara una solución de urea que contiene 4 g. por litro
de solución. De esta solución concentrada se toman 1,25 mié y comple
ta a 50 mle en un matraz aforado con agua destilada.

De esta manera se obtiene una solución de urea que contiene
OJ.g en un litro de solución, y en la que l mlo equivale a 0,1 mg. de
urea.

Se ella se toman en sendos tubos de ensayos: 0,0 - 0,1- 0,2
0,3-.......O,8 ml.'

Se preparan 5 series de tubos. en 1a forma indicada. Las can
tidades.de solución tomadas equivalen respectivamente a 0,00- 0,01
0,02—0,03....0,08 mg., de urea y corresponden al mismovalor numéri
coen gramos por mil de otras tantas soluciones de ureae

El volumen de solución en cada tubo se completa a 2 m1. con
aguadestilada y a cada serie se le agrega:
1a¡ serie: 2,5 mla de ácido clorhídrico concentrado.
an serie: 2,5 ml. de Ácido clorhídrico al 50 %V/v.
3a; serie: 2,5 ml¿ de ácido sulfúrico al 50 %V/v.
4a. serie: 2,5 ml. de mezcla fosfosulffirica (5:2).
5a.serie: 2,5 ml. de mezcla fosfosulfürica diluída al 1:2 con agua

\ destilada.
Se prosigue en todos los casos con el método tal comose ha

«moripto, y los resultados obtenidos, expresados en densidades ópti
cas,se ordenan en cuadros comparativos.
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1a¡ serie: HC];concentrado:

Tubo No. Densidad óptica. Gramos/mil de urea.

1 30 0,01
2 55 0,02
3 84 0,03
4 118 0,04
5 180 0,05
6 240 0,06
7 315 0,07
8 435 0,08

20. serie: HCI al 20 % V¿v.

Tubo No. Densidad óptica Gramos /m11 de urea

1 48 0,01
2 65 0,02
3 87 0,03
4 112 0,04
5 150 0,05
6 194 0,06
7 225 0,07
a 255 0,08

20. serie: SO4H2 al 50 96V/v.

Tubo No. Densidad óptica Gramos/mil de urea

1 47 0,01
2 96 0,02 ‘
3 120 0,03
4 204 0,04
5 278 0,05
6 510 0,06
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Tubo No. Densidad óptica Gramos/mil de urea

7 335 0,07
8 415 0,08

¿a¡serie: mezclafoafosulffirica.

Tubo No. Densidad óptica. Gramos/mil de urea.

1 50 0,01
2 130 0,02
3 210 0,03
4 300 0,04
5 378 0,05
6 495 0,06
7 565 0,07
8 635 0,08

58.8er1e: mezclafosfosulfürica diluída 1:2.

Tubo No. Densidad óptica Gramos/mil de urea

1 45 0,01
2 95 0,02
3 150 0,03
4 195 0,04
5 285 0,05
6 360 0,06
7 415 0,07
8 475 0,08

De las tablas expuestas anteriormente ae deduce la conveniencia
(h emplearla mezcla foafosulfúrica en la determinación, pues con ella
seconaigue un máximode densidad óptica, aumentándose con ello la sen
sibilidad del método.
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De lo expuesto se deduce también (pe la intensidad de colora
:16ndepende de 1a acidez del medio, aumentando cuando esta aumenta.

INFLUFNCIA DE LA CONCENTRACION DEL OXIDANTE

Se utiliza preferentemente el peraulfato de potasio comooxi
lante que aumenta 1a coloración producida en 1a reacción de condensa
:idn mtre la urea y la diacetilmonoxima en medio ácido, pues no des
;Iuveel color producido.

Otros-oxidantes enérgicoa, comoel nitrito de sodio, destruyen
Lacoloracidm

La concentracidn de persulfato tiene gran influencia en la
Lntensidadcromática desarrollada, asi comola forma en que se apague
Lnflwe en la uniformidad del métodov

El pereulfato debe agregarse de manera que forme un anillo
mperficial en todos los tubos donde se practica el método. Una vez
Logradoesto, deben agitarse todos a1 unísono para que la mezcla se
reduzca en todos los tubos al mismo tiempo.--—

En cuanto a1 efecto de las distintas concentraciones de per»
Iulrato, se realizaron ensayos con muestras a las que se agregó canti
lades.crecientes de solución al 1%de persulfato de potasios

Son ellas: 0,125 - 0,25- 0,50- 0,75 cc.
A partir de 0,25 cc., el exceso de persulfato no tiene influen

2iaen 1a densidad óptica de la solución obtenida, por lo cual consi
leramosesa cantidad comola mas aconsejable para incorporar durante
tareaccidns Los'reeultados obtenidos m los ensayos realizados fue
mnlos siguientes:

Tubo No. Densidad óptica Gramos/mil de urea

1 28 0,01
2 69 0,02
3 110 0,03
4 177 0904
5 226 0,05
6 300 0,06
7 370 0,07
a 462 0,08
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_:
[tilizando 0,125 ml.' de solución de persulfato de potasio al 1%.
1uandose emplearon 0,25 m1. se obtuvo el siguiente cuadro de valores:

Tubo No. Densidad 6ptica.- Gramos/mil de urea

1 ‘ 50 0,01
2 130 0,02
3 210 0,03
4 500 0,04
5 578 0,05
6 495 0,06
7 565 0,07
e 635 0,08

l se aumenta el volumen de solución de oxidantes por encima de ese
anr no se obtiene. un aumento considerable de 1a intensidad de co
>racióm

CIA DEL T O EN LA DENSIDAD OPTICADEM
Se prepara por dilución comose indicó fiera cascs anteriores una so

lción de urea al 0,05 por mil. Con ella se. efectuaron 5 determina
Lonessegún la técnica indicada; el promedio de las densidades ópti
¡s obtenidas. a intervalos fijos de tiempo se indica en la tabla de,
llores adjunta:

Tiempotranscurrido Densidad óptica
í 260
1 260
2 260
3 260
4 260
5 260

6 254
8 249

lO 245
15 230.
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Tiempotranscurrido! Densidad óptica.

20 i 222
25 i 200

30 minutos 158

24 horas 0

Comocomprobación final se dejó estar en la oscuridad por 24 horas
el producto de los ensayos realizados. Al día siguiente la coloración
había desaparecido en todos.los tubos.

De lo anterior se deduce que las lecturas espectrofotométricas o
colorimétricas deben realizarse inmediatamentedespués de la dilución
final, con lo que se obtiene un margen de tiempo ( 5 minutos) duran
te. el cual la coloración es estable.

INFLUENCIA DE LA LQHGITUD DE ONDA

EN LA REACCION OROMATIOA

Los mismosensayos de la experiencia anterior fueron utilizados
para estudiar la influencia de 1a longitud de onda de la luz inciden
te en 1a densidad óptica de 1a reacción cromática en estudio.

Se preparó una solución de urea de cencentración 0,2 por mil y se
efectuó sobre ella la reacción de la diacetilmonoximas

Luegose estudid la densidad óptica de la mismaa las distintas
longitudes de onda.

Para ello se empleó un espectrofotómetro Erma (Tokyo) No. 610
a red de difraccidn. Los resultados obtenidos se ordenan en el cua
dro adjunto.

Longitud de onda Densidad óptica

400 milimicrones 58
410 68
420 78
430 88
440 102



mi“a!



Longitud de onda Densidad óptica

450 130
460 154
47o 182
‘480 220

490 250
500 275
510 260

520 230 _
550 78
600 15

í 650 10

Delo expuesto se deduce que la longitud de onda ópthaa para efectuar
el dosaJe espectrofotométrico es la de 500 milimicrones.—

De los estudios de Onreby se deduce la necesidad de emplear una
longitud de onda de alrededor de 470 milimicrones en lugar de la indi
cada.“

Ello se debe a la interferencia de la citrulina, que hace que
el color obtenido con sangre u orina sea levemente diferente al obten:
do con solución de urea puraa

La corrección de esa interferencia se efectúa empleandoen la
determinación luz de 470 milimicrones de longitud de onda, que es
cuandolas.curvaa de absorción de ambos compuestos (urea y citrulina}
difieren mas.

REPRQDUCTIBILIDJE DE IDS ELBAYCB

Sobre una solución de urea al 0905 por mil se practicaron dose
jes por quintuplicado con la técnica propuesta. Las densidades ópticas
de la reaccidn cromogénicaen loa distintos tubos son las siguientes:

Densidad óptica Promedio Desviaciones del promedi

260 —1,81 %
27o +1,96 %
265 264,80 +0,07 %
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Densidad óptica Promedio Desviaciones del promedio

267 + 0,83 %
262 — 1,06 96

De lo expuesto se deduce que las desviaciones en cuanto a rem
prcductibilidad son aceptables, pues oscilan entre los límites máxi—
mos de + 1,96 % y - 1,81 %.

CUMPLIMIENTO DE LA LEY DE LAMBER

Y BEER

En la fotocolorimetría se determina la cantidad de luz absor—
bida en un determinado intervalo espectral por una solución de la sus
tancia en ensayo¡—

En los métodos fotocolorimétricos, a diferencia de los colow
rimétricos, no se comparancolores, sino intensidades luminosas para
un determinado intervalo de longitud de onda conseguido por medio de
filtros de color, prismas o redes de difracci6n.

En la colorimetrfa se comparanlos colores producidos por
1a solución en ensayo y una solución de concentración conocido del
compuestoque se determina, sobre las que se practicaron las reaccio
nes cromáticas.

La intensidad de la luz transmitida por una solución dismiw
nuye en proporción geométrica cuando la concentración de la solución o
el espesor.de 1a capa bajo 1a cual se observa aumentan en progresión
aritmética.

Le ecuación que expresa esta ley es la siguiente:
It. : Io. ¡ 10'e°1'°°

donde:
It. intensidad de luz transmitida.
Io. intensidad de luz incidente.
1 espesor de la capa de observación en cm.
c. concentracián de la solucián.
e. coeficiente de extinción, o sea el valor recíproco de la

concentración de la solución que disminuye a 1/10 la intenm
sidad de la luz incidente cuando se observa bajo un espesor
de l cm.
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Se denominatransmisión T. a la relación It/Io.
Prácticamente, en el espectrofotómetro, esta relación está da

da por la existente entre la luz transmitida por la solución proble
may la solución de referencia o blanco.

0 sea que T = Ip/Ir.
Se denomina densidad óptica D0. a:

DO= «log T = - 10g Ip/Ir = log Ir/Ipo
Practicamente, y del estudio de las denominaciones y fórmulas preeen»
tadas se deduce que, de cumplirse para una determinada reacción cro
mática la ley de Lamberty Beer, 1a representación gráfica de la den
sidad óptica en función de la concentración debe ser una linea recta.
Esto se deduce en lo siguiente:

:310-8010630
log It/Io = e.l.c.

-log It/Io = e.l.c.
D0 = 3.10€.

Siendo el producto g¿l. una constante en todas las determinaciones, la
ecuación antedicha queda reducida a 1a de una recto que pasa por el
origen de coordenadas¡

Para comprobar el cumplimiento de la lay de Lambert y Beer por
la reacción cromática en estudio, se preparó una escala de soluciones
de" urea de concentración creciente entre 0,01 y 0,08 por mil con
intervalos de 0,01.

Sobre ellas se practicó el dosaJe tal comolo indica la técnica
propuesta obteniéndose los siguientes valores de densidades ópticas:

Tubo No. Urea gramos / mil Densidad óptica

1 0,01 eo
2 0,02 160
3 0,03 235
4 0,04 335
5 0,05 420
6 0,06 500
7 0907 580
e 0,08 64o
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Llevados estos valores a un sistema de coordenadas, ae observa
que los resultados obtenidos forman una recta, con lo cual se comprueba
el cumplimiento de la ley de Lambert y Beer.
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COMPARACIONDE LGS VALQBES osrgyipos CONAE; METODOD LA
DIACETIIMONOXIMA CON LOS DE LA URENSA Y EL HIPOBROMITO.

Se efectuaron una serie de dosajes de urea, sobre sangre y orina,u
amdoconjuntamente los métodos de la diacetilmonoxima, de la ureasa por
msslerización directa y del hipobromito.

Los fines perseguidos con esta triple comparaciónfueron múltiples:
pm'un lado, comparar el método de 1a diacetilmonoxima con uno de recono
dda exactitud, comoes el de 1a ureasa; por otro, comparar y obtener da
umconcretos sobre las desviaciones del método del hipobromito.

A continuación se detallan las técnicas empleadas.

Mgtodo del hipobromito de sodio.

El procedimiento consiste en hacer reaccionar en medio alcalino el
Mpcbromitode sodio sobre 1a urea.

La reacción es compleja: la urea se transforma primero en un deri»
mm>bromadoque luego se descomponepor hidrólisis y oxidación.

Finalmente, la reacción lleva a un desprendimiento de nitrógeno, pe»
ma 1a vez se produce la f0nmación de otros compuestos: cianuros, nitra
ms, hidracina.

El balance general de la reacción es el siguiente:

co : (NH2)2 + 3 Br.QNa.+ 2Na¡0H—aN2+3 BrNawCOBNa2+5H20

ya ella correSponde 1a mayorparte de la urea.
Empleado sin precauciones, el hipobromito no da mas del 90 o 92%

bl nitrógeno ureico, Io que lleva al empleo de una solución testigo de
meao a un coeficiente de corrección.

Estos métodos de proceder no son aconsejableSe El empleo de reacti
un muyalcalinos y de ureámetros a mercurio que permiten una agitación
mecuadaelevan el rendimiento de 1a operación; pero el reactivo alcalino
alexceso es de conservación precaria.

Esta dificultad se soluciona alcalinizando el reactivo broma-bromu
mdode Yvon en el momentodel análisis, con hidróxido de sodio en solar
údn y dentro mismo del ureómetro.

El amoniaco se dosa junto con 1a urea y produce un aumento aparente
mel resultado del análisis.
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La influencia de la creatinina y otros productos nitrogenados es
demueciable.—Los rendimientos del método, en estas condiciones, son
wminosa los teóricos y los resultados presentan errores de alrededor del
2%.

5 ml. de sangre o suero se mezclan con 5 ml. de ácido tricloro
mfitieo preparado según;Moog (solución al 20 %preparada calentando el
kido hasta fusión y mezclando 20 ml. del mismo con 80 m1. de agua des
tilada).

Se agita y luego de unos minutos se filtra.
Empleamosparaeal dosaje el ureómetro de Ambardcalibrado con

soluciones testigo de urea.
5 ml¡ del filtrado obtenido anteriormente se introducen por la

wpita del uredmetro, previamente lleno de agua. La copa del ureómetro
se lava con 2 ml. de agua destilada que contiene 20 gotas de Na.OHal
m)%.

De la misma manera se introducen 5 ml. de hipobromito de sodio,
yse deja desarrollar la acción del mismosobre la urea, agitando la
mezclapor medio de mercurio.

Se lee el volumen de N2 desprendido luego de esperar 2 minutos y
efectuaruna agitación final.

La solución de hipobromito de sodio (reactivo de Ivon), se pre
para disolviendo 5 ml. de bromo en 50 ml¿ de Na¡OH al 20 %.

Los valores obtenidos se corrigen a condiciones normales de tem
;mratura y presión por medio de una tabla de calibración preparada con
múucionestipo de urea (l).

Método de la ureasa

Reactivos:

Solución concentrada de.SO4(NH4)2:se prepara disolviendo 4‘720 g.
¿el producto en agua destilada con l ml. de SO4H2y completando a 1¡000
MJ con el mismodisolvente. l ml. de esta solución equivale a l mg. de
fi.
' Solución diluída: se prepara diluyendo 5 m1. de la solución an

mrior a 100 ml. con agua destilada¡ l ml¡ de esta solución equivale a
MOBmg. de N2 y a 0,107 mg. de urea.

Reactivo de Nessler: consta de dos soluciones:
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a) Solución de yoduro doble de mercurio y potasio: colocar en un ma

traz aforado de 1.00 ml. de capacidad 13,55 g. de C12Hg. puro muy
finamente pulverizado; agregar alrededor de 100 mle de agua destilada
y 36 g. de yoduro de potasio. Agitar la mezcla hasta disolución comple
ta y llevar a volumencon agua destilada.

b) Solución de Na.OHal 40 “.
El reactivo de Nessler se prepara agregando a 100 m1. de solución

aL 30 m1. de solución b).
Tartrato de sodio y potasio al 25 %.

Fosfato disódico M/lS: se disuelven 11,876 g. de PO4HNa2,2H20
en agua destilada y se completa a 1.000 m1.

Fosfato monopotásico M/15: se disuelven 9¡O78 g. de PO4H2Ken
aguadestilada y se completa a 1.000 ml.

Solución reguladora de pH 6,7: se prepara mezclando 57 ml. de solur
ción de fosfato monopotásico con 43 mle de solución de fosfato disódi
co.

Suspensión de ureasa: pesar 250 mg. de ureasa. Triturarla en
mortero y suspenderla en 5 ml. de solución reguladora. 0,5 m1. de la
suspensión equivalen a 25 mg de ureasa.

Esa cantidad de ureasa es capaz de hidrolizar la urea en 10
minutosó Tungstato de sodio a1 10 %.

Acido sulfúrico 2/3 N.

Eét do:

En dos tubos de ensayo colocar l ml. de sangre, suero o plasma
y 6,5 ml.(sangre) ó 7,5 ml. (suero o plasma) de agua destilada.
Hezclarpor rotación;

A unos de esos tubos (BLANCO),agregar una gota de yoduro doble
de mercurio y potasio; el otro es el DESCONOCIDO.A ambos tubos agregar
m5 ml. de suspendión de ureasa ( 25 mg) y mezclare

Dejar en reposo durante lO minutos a una temperatura entre 50
y 40 grados.- Luego a cada tubo se le agrega l ml. (sangre) ó 0,5 ml.
(suero o plasma) de tungstato de sodio al 10 %y de ácido sulfúrico
2/3 N.

Agitar ÍUertemente y dejar en reposo 5 minutos; Filtrar y colo
car en dos probetas de lO m1. 2 m1. de cada filtrado (equivalente a 0,2
ml. de sangre), llevando a 8 ml. con agua destilada.
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Agregar 0,4 m1.-d’esolución de tartrato de sodio y potasio y 1 ml.
de reactivo de-Nessler y completar a lo m1¡ con agua destiladas Mezclars

Leer en el fotocolorimetro luego de 5 minutos, usando el filtro
azul 440 y haciendo el cero del aparato con agua destilada.

El testigo se prepara con 0,4 ml.- de 1a solución tipo diluida de
de SO4(NH4)2que se trata de 1a misma manera, leyendose en el fotoco
lorímetro contra un blanco en el que se reanplam la solución testigo
por agua destilada y que contiene todos los reactivosd

El cálculo se realiza con 1a siguiente fórmula:
cm (g./m11) = Gt; ¡xl/Lt; 0,5

donde:

Cd.-concentración de urea en el desconocido en g/mil.-
Gta concentracidn del testigo en gó/mil de urea: 0,107 g./m11.
Lda densidad óptica del desconocidm
Lta densidad Gptica del testigo.
0,5 factor de dilucións- (2)
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COMPARACION DE RESULTADOS

Se efectuaron dosajes simultáneos en sangre y orina por los mé
todos del hipobromito, de la ureasa y de la diacetilmonoxima.—

Los.reau1tados.obtenidos se indican en el cuadro adjunto.

DGSAJE EN SANQEE

Caso No Método del hi- Método de la Método de la dia° pobromito Urea ureasa. Urea cetilmonoxima.
en g/ mil. en gúm116 urea en g/mil

1 0,19 0,18 0,19
2 0,28 0,21 0,20
3 0,19 0,15 0,17
4 0,29 0,25 0,26
5 0,28 0,22 0,23
6 0,47 0,38 0,38
7 0,39 0,36 0,37
8 0,19 0,16 0,17
9 0,18 0,17 0,16

10 0575 0,67 0,67
11 0,92 0,89 0,91
12 0, 29 0,23 0, 23
13 0,65 0,61 0,63
14 0,19 0,17 0,19
15 0,80 0,71 0,72
16 0,92 0,87 0,88
17 0,18 0,15 0,16
18 0,18 0,17 0,17
19 0,18 0,17 0,18
2o 0,56 0,47 0,46
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DOSAJES En ORINA

Método del hipobromi Métodode la diacetil
caso N°’ to, g/mil de urea monoxima8/mil de urea

1 17,64 16,20
2 18,90 16.90
3 10,08 9,75
4 21,46 20:08
5 25,20 23,60
6 30,24 28175
7 26,46 26,10
8 11,34 10,61
9 13,86 11,70

10 20,16 18,20
11 11,34 10,99
12 14,88 13.75
13 17,36 15970
14 22,32 20187
15 25,56 21:95
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ESTUDIO BTADISTICO DE LCB VAID'RES

OBTENIDG CONLAS DIFERENTES MICAS

El prepósito de las valoraciones efectuadas fué compararla téc
nica en estudio con otras dos.de aplicación usual en el campobiológi
co, y una de las cuales (la de 1a ureasa) proporciona resultados muy
cercanos al verdadero valora

En cuanto a la otra técnica de comparación, la del hipobromito,
aunquees sabido que sus resultados se apartan de 1a realidad, se la
utilizó ñor ser una técnica corriente y de rutina en casi todos los
laboratorios de análisis biológicos.

La finalidad del presente capitulo es el estudio de la signifi
cación estadistica de-las series de valores obtenidos.

Para la comprensión de los resultados a exponerse es necesario
una breve introducción teórica donde se expondrá el camino a seguir
en el planteo del problemadesde un punto de vista estadístico.

El único factor cuya influencia nos interesa analizar es el fac
tor técnica de análisis: por lo tanto, hemosmantenido constantes los
demásfactores, realizando determinaciones sfimultáneas sobre el mismo
líquido problema (sangre). 

A partir de los valores numéricos de las determinaciones anali
ticas efectuadas se-obtuvieron una serie de constantes estadísticas
para cada grupo de valores o serie, que se enumeran a continuación.

CODBTANTES ESTADISTICAS

Promedio aritmético (P.A.): Sx
- n

dondeg representa el númerode determinaciones de la serie y'gg la
sumade 103¡g valores individuale3¡

Desviación tipo, normal, cuadrática media o standard (DJS.):

D.S.- ¡V s (dadan
donde gg es la desviación simple de cada término, Sfdxzz es la suma
de los cuadrados de las desviaciones simples ylg el númerode los va
lores o términos observados¡—

Para pequeñasmuestras ( n ('30) se utiliza la siguiente fórmula:
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13.5. 2V s(dx)2n-l
una desviación tipo grande indica que la distribución en frecuencia
está ampliamente extendida hacia amboslados del P.A. mientras que una
desviación tipo pequeña indica que los valores se concentran apretada
mente alrededor del promedioaritmética.
Error tipo, normal o Standards E5. : D.-S.VT
Asi comola desviación tipo o Standard señala la dispersión de los va
lores con respecto al P.A. , el error Standard es una noción estadis
tica que indica la dispersión de lOs P.A¿ de series semejantes a la es
tudiada y pertenecientes a la mismapoblacións

Comparación de dos promedios:
La comparación de dos promedios se realiza calculando el error

Standard de la diferencia de los dos promedios: (EJS¡d).
Para muestras de un número grande de valores se emplea la fórmu

la: : '
E.S- 'VES 2+E.-S 2'd'\ 1 2

Para pequeñas muestras se utiliza la fórmula:

E.S. : Sd ______.__.
nl. n2nrrnr

donde: S:\/ S(dx1)2 S(dx2)2
nl + n2-2

Los letras tienen el mismosignificado que en las fórmulas anteriores
y los subindices 1 y 2 se refieren a las dos series consideradas.

Se entiende por pequeña muestra aquella en que n1 + n2 - 2 (:30.
Significacidn de la diferencia dg dos promedio :

Decimosque una diferencia entre dos promedios es significativa
cuandola probabilidad que esta diferencia ocurra en series extraídas
de la mismapoblación es igual o menor de l .

Para series numerosas esto ocurre cuando la diferencia de los
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promedios es igual o mayor que dos veces el error tipo (standard) de
la diferencia de promedios (E23¿d).
Expresado algebraicamente cuando:

_Ï2;:LÏ:É__ \b» 2,
EdSo'd /

A esa relación ae la designa con la letra 1.
Por lo tanto podemosdecir que para series numerosas 18 di

ferencia de promedioses significativa cuando1:32.
En el caso de series poco numerosas (n1+n2-2(30), el valor

de 3 para el cual la diferencia de promediosse hace significativa
varia en forma inverso a n1 + n2-2, y debe ser calculado en cada co
so de acuerdo a tablas especiales (ver R.A¡ Fisher: Statistical Methods
for Research Workers, pág¡ 174, (1946).

Para abreviar usaremos en lo sucesivo 18 siguiente nomencla
tura:

Método de hipobromito: Serie l:
Método de la ureasa : Serie 2;
Método de la diacetilmonoxima: Serie 3.

Los.resultados obtenidos en los cálculos estadísticos se agru
pan a continuación:

Serie PsA. D.S.' 3.3. Eesod ts

1 0,40 0,265 0,060 entre 1 y 2
0,082 1, 0,48

2 0,36 0,25 0,056 entre 2 y 3
0,0805 0,12

3 0,57 0,258 0,058 entre 3 y 3 '
0,083 0,36
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Del-exámende los resultados obtenidos, en particular de los valores de
En y de 3 se concluye que laa diferencias numéricasen los datos
analíticos de laa diferentes técnicas carecen de significación esta
díStiCGd

Por lo tanto, los resultados analíticos obtenidos con la téc
nica en estudio son perfectamente comparables con los obtenidos por
medio de la técnica de la ureasa, considerada comouna de las más exac
tas para la determinación de urea en medica biológicos .

Por otra parte, y con respecto a la técnica del hipobromito,
el estudio estadístico demuestraque las diferencias analíticas que
presenta con las otras dos técnicas carecen de significación, mientras
que los valores obtenidos se asemejan mas a los del metodo de la dia
cetilmonoadma que a los del método de la ureasaa
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PREPARAQION DE UN TESTIGO AREIFICIAIIEBTABLE

El objeto de los ensayos practicados fue obtener un testigo es
table, tante para la calibración fotocolorimétrica comopara la lec
tura colorimétrica o la comparación visual por medio de una escala de
colores crecientes y de eqnivalencia conocida.

Los primeros ensayos se efectuaron con solución de Cr207K2al
l % que contenía 1 mas de HCl concentrado para asegurar la reacción
ácida del medioy la estabilidad de color de la solución.
De esa solución tomamos:

0,1 - 0,2—O,3—..............—1 ml, en sendos tubos
de ensayo y llevamos a lO mls con agua destilada.

Leímosla densidad óptica de las soluciones asi preparadas, ajus
tando a cero el fotocolorímetro con agua destilada y empleandoel
filtro azul 470.

Los.valores obtenidos se ordenan en la tabla adjunta:

‘nr

Tubo no. M1. de dicromato de Densidad óptica Equivalencia g/miï
potasio al 1 %. de urea.

1 0,1 87 0,011
2 0,2 174 0,022
3 0,3 252 0,032
4 0,4 324 0,041
5 0,5 385 0,048
6 0,6 405 0,055
7 0,7 490 0,061
8 0,8 560 0,070
9 0,9 605 0,075

10 1,0 660 0,082

A partir de una densidad óptica superior a 350 la solución de diero
mato de potasio no sigue la ley de Lambert y Beerd Hasta ese valor
de densidad óptica es posible utilizar la escala de‘dicromato como
testigo estable para el fotocolorímetro, obteniendo comolo hemoshe
cho nosotros la equivalencia de esas soluciones por medio de una curva
de calibración preparada con soluciones testigo de urea de concentra
ción variable.

El tono de color obtenido con el dicromato difiere un poco del
que presenta la reacción cromática de la diacetilmonoxima: aquel es
mas amarillento, mientras que ésta última presenta leve tonalidad anar
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ranJada.
Por ello no es satisfactorio para la comparaciónvisual, pero

puedeutilizarse para la comparacióncolorimétrica si el colorimetro
empleadoposee un filtro azul que elimina esa diferencia de tonalidad.

Buenosresultados se obtuvieron con un testigo artificial pre
parado comose indica a continuación:

Comosoluciones madres se utilizaron: dicromato de potasio al
l %y sulfato de cobalto al lO %.

En sendos tubos de ensayo se colocaron:
0,1 - 0,2- 0,3- ¡......— 0,8 ml. de la solución de dicromato de potah
sio y 0,3- 0,6- 0,9-.... 2,4 ml} de la solución de sulfato de cobalto,
completando el volumen de cada tubo a 10 ml. con agua destilada.

Leídas las densidades ópticas en el fotocolorimetro y compara
dos colorimétrica y visualmente los colores con los de las soluciones
testigo de urea sobre las que se efectuó la reacción de la diacetil
monoxima,no se obtuvo una equivalencia aceptable en los tonos de co
10rd

Con las mismas soluciones y luego de algunos ensayos prelimina
res, se obtuvo un resultado satisfactorio empleandolas siguientes
cantidades: l mllïde la solución de dicromato de potasio y 2 ml¿ de
la de sulfato de cobalto se mezclan con 8 ml¡ de agua destilada.

De esa solución se toman en sendos tubos de ensayo las siguien
tes cantidades: 0,5—l,0—1,5 ......- 4,0- 4,5-......ml. que se llevan
a 10 ml¿ con agua destilada¡

Se obtiene la densidad óptica de la escala cromática asi pre
parada; esos resultados se ordenan en la tabla siguiente Junto con
la equivalencia en g./mil de urea según 1a reacción cromática de la
diacetilmonoximas



mbo ‘É‘áfiïcïüïáfiïáïíïáï enmi
1 0,5 80 0,010
2 1,0 125 0,015
5 1.5 185 0,025
4 2.0 24o 0,030
5 2: 5 295 0,035
5 3,0 340 0,040
7 3 , 5 415 O, 050

8 4,0 465 0,055

Los tonos de color obtenidos con esta escala artificial se
puedencomparar a simple vista por transparencia con los, colores pro
ducidoa en las reaceiones aromáticas practicadas con soluciones de urea
o filtrados de liquidos biológico; exentos de proteínaaó

La comparación es semilla y la tonalidad es muysemejante
a la que produce la diacetilnonúxima, por In que consideramos los re
sultados obtenidos comosatisfactoriam
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PREPARACION DE DIACETILMONOXIMA

Ante la imposibilidad de conseguir este reactivo en el comer
cio, procedimoa a su preparación y purificación de acuerdo a la_técnica
siguiente.
Sustancias.necesarias:

85 ml. de butanona (metiletilcetona) desecada.
3 ml. de HCl concentrado.

100 ml. de nitrito de amilo.
80 gs de NaaQH al 55 %¡
Eter etilico¿
Acidosulfúrico.

Procedimiento: i

La metiletilcetona se mezcla con 3 ml; de ácido clorhídrico
concentrado y.se calienta suavemente a 40 grados, agitando la mezcla
mecánicamentes

Sin dejar de agitar, se agrega el nitrito de amilo poco a po
co, manteniendo la temperatura entre 40 y 50 gradosd La adición no
debe durar menos de dos hor39¡ Comola reacción es exotérmica, hay
que enfriar exteriormente con.agua y hielo¡

Terminadala adición, se quita la refrigeración exterior y
se continúa agitando durante media hora más¡ El liquido está formado
por una solución en alcohol amilico de la diacetilmonoxima, con a1
go de nitrito de amilo y de butanona inalteradoa.

Se agregan 80 g. de hielo y 80 g¡ de NBÓOHal 33 % y se con
tinúa agitando durante media hora más. El color amarillo claro de
la solución se hace pardo rojizo al agregar la solución de NasOHsSe

pása a un embudo de decantación y se separa la capa superior,
de alcohol amilico, de la solución acuosa¡ Para eliminar completamenr
te el alcohol amilico, se extrae dos veces con éter.

La capa acuosa que queda contiene en disolución la sal só
dica de la diacetilmonoximae

Para aislar la monoxima,esa solución acuosa de su sal de so
dio se acidula con ácido sulfúrico diluido, introduciendo hielo al
mismotiempo para evitar que la temperatura asciende y llegue a 10 gra
dos. Si se calentose más la isonitrosocetona se separaría en forma
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oleosa, dificultando muchosu purificación ulterior¿—
La papilla cristalina resultante, de color amarillo sucio, for

madapor diacetilmonoximay sulfato de sodio, se filtra con vacio, se
lava con poca agua fría y se funde en bsm., dejándola solidificar en
reposo.

Al enfriarse, se separe la monoximaen forma de una torta cris
talina de colar verde claro que sobrenada en las aguas madres en las
que cristaliza el sulfato de sodio.

De las aguas madres se puede extrser algo mas de monoximacon
éter; La monoximaasí obtenida se.recristsliza en agua para obtener
la con el grado de pureza deseado.

Así obtenido, la discetilmonoxima se presenta en forma de esca
mas de p.f¿ 74-75 grados. Es muysoluble en alcohol, éter y c19rofor
mo. Poco soluble en aguas

La reacción correspondiente a la preparación de la diacetil
monoxima es la siguiente:

ClsNO + CHB-CO-(Iíz-OHa-fi 0113-00-0:N0H 43H3 - 01H.

BELIOGRAFIAw

GIRAL-ROJAHN.-Productos quimicos y farmacéuticos. 369,1(1946).
Ed; Atlante, Méxicoa
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MCCION COLORIMEI‘RICA DE LA UREÁ CON EL FURFURAL

XSIS DERIVfi



Q72

REACCICNÏS COLORLMEERICAS DE LAAQBEÉ CQN FURFURAL Y DEBIWADÜS

.Utilizamos para los ensayos efectuados una solución de urea al
10 %O .

Comoreactivos empleamosfurfural recientemente destilado, ace
tato de furfural, furfural cetona, alcohol furfurilico y hidrofurami—
da.

Enumeramosa continuación las condiciones en que se efectuaron
y los resultados obtenidos con cada una de las reacciones.

Reacción;gpnfurfural en solución acuosa.- (1) (2).

En sendos tubos de ensayo se colocan 0,1- 0,5 y 1,0 ml¡ de so
lución de urea al 10 % a Se agrega luego 0,1 ml; de furfural acuoso
1:10 y 0,1 ml¡ de ácido clorhídrico concentradO¡ Observada a distin
tos intervalos-de tiempo, el ensayo no acusa desarrollo de color.
Reacción con furfural en solución acetónica.- (3) (4).

En sendos tubos de ensayo se colocan 0,1- 0,5 y 1,0 de solución
de urea al lO %. Se completa cada tubo al volumen de l ml. y se le
agrega.l ml. del siguiente reactivo: furfural recientemente destilado
0,5 ml. acetona 2 m1., agua destilada 2 mla HCl concentrado l ml.

Al agregar el reactivo m se produce coloración. Luegode 2 mimi
tos comienzaa desarrollarse un tono rosado de distinta intensidad se
gún la concentración de ureaa

Reacción con acetato de furfural. (5).

El reactivo tiene la siguiente composición:

Acetato de rurrural ( C4I-L5:O.-CH(CH3—GO.'O)2)0,5 g.
Acetona 2 ml.
Agua destilada 2 ml.
Acido clorhídrico concentrado! l ml.

El ensayo se efectúa comoen el caso anterior y los resultados
son análogos. Al cabo de media hora, esta reacción y la anterior al
canzan un tono rojo que con el tiempo vira al violáceo, produciéndose
a1 cabo de unas horas una coloración violeta intensa y un precipitado
negruzco¿
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negruzco.

Otros compuestos.
En las mismascondiciones de la experiencia anterior, no se

produce coloración con furfuralcetona (C4H5O.H:CH-CO—CH3).
En la furfural cetona, 1a función aldehido se encuentra blo

queada por su condenaaci6n con acetona. De la falta de reacción cro
mática se puede deducir que la función aldehido del furfural es 1a que
se condensa con la urea para dar un producto cromático.

Nose produce reacción cromática utilizando alcohol furfurili
co y hidrofuramida en las mismas condiciones de las experiencias ante
riüres.

De todas las sustancias ensayadas con resultado positivo, el
diaoetato de furfural es la que presenta las ventajas mayores en cuen
to a comodidadde aplicación.

El furfural, que también da 1a reacción cromática, tiene el
inconveniente de exigir una destilación previa para tenerlo libre de
productos de oxidación que lo impurifican a través del tiempo.

El diacetato de furfural, de fácil preparación, es un produc
to cristalino que se conserva inalterable y que al emplearse en la
reacción, libera, por la reacción ácida del medioen que se realiza la
técnica, el furfural comoresultado de su hidrólisis¿

BIBLIOGRAFIA.
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25- WERNEREvo The Chemistry of urea. Monografías de bioqui
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DETERMINACION COLORIMETRICA gg LA UREA

POR mIO DEL IURIURAL

Reactivo:
Furfural 2 m1.
Acetona 10 ml.
HCl ccncentrado 5 ml.

Procedimiento:
De una solución de urea al 4 por mil se colocan en sendos tu

bos de ensayo: 0,1- 0,2- O,3—....... y 1,0 ml.
A cada tubo se agrega l ml. del reactivo, llevando previamen

te el volumen contenido en el mismoa? l ml. con agua destilada.
Se colocan los tubos.en un bam. a 37 grados durante media ho

raa Se desarrolla una coloración rojiza qae.se lee en el fotocoloríme
tro empleandoel filtro verde de 500 milimicrones, diluyendo previa
mente el contenido de los tubos a lO m1. con agua destilada y ajustan
do a cero el aparato con un blanco formado por agua destilada y el
reactivo, sujetos al mismoproceSOs

Los resultados obtenidos se detallan en el cuadro de valores
siguiente.

Tubo No; gigaszlgfiágï_ mg‘ de urea. Densidad óptica

1 0,1 0,4 15
2 0,2 0,8 50
5 0,3 1,2 95
4 0,4 1,6 128
5 0,5 2,0 160
6 0,6 2,4 204
7 0,7 2,8 245

Influencia del tíegBO¡
A la temperatura ambiente, el color comienzaa desarrollarse a

la media hora del agregado del reactivo, haciéndose primero notable a
simple vista en los tubos de mayor concentración de urea.

Al cabo de una hora se alcanza una intensidad de color aprem
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ciable en toda la escala de concentraciones. Entre las 3 y 5 horas,
el tono rojizo es suficientemente intenso comopara efectuar las lec
turas colorimétricas.

influencia de la temperatur .
A temperatura ambiente, el desarrollo del color es muylen

to para los fines analíticos prácticos.
Por ello se recurri6 al auxilio del calor para acelerar la

reacción cromática.
Una intensidad de color semejante a la obtenida por una es

pera de 3 horas a temperatura ambiente, se puede obtener calentando por
media hora a 37 grados y durante 15 minutos a 56 grados.

Temperaturas mayores no son convenientes, pués llegando a
la ebullición, se desarrollan tonos violáceos y precipitados negros no
aptos para los fines colorimétricos.

Influencia de Jos oxidantes.

Se ensayó las influencias de los oxidantes, en particular
del persulfato de potasio, sobre 1a intensidad cromática de la reacción ,
haciéndolo actuar luego de desarrollado el color comose indicó ante
riormente.—

No se obtuvo aumento de la intensidad de coloración.

gngluencia del solvente.
El furfural fué ensayado disuelto en los siguientes sol

ventes: acetona, ácido acético, anhídrido acético, éter de petróleo,
éter sulfúrico, alcohol y agua.

El único solvente de los ensayados en el cual se produce la
reacción con la urea es la acetona.
Influencia de la longitud de onda de la luz ggpleadg_gn¿lg_lectura es“
pectrofotométricad

Se practicó la reacción del furfural sobre una solución de
urea al 4 por mil, de 1a que se empleó l mlc

La densidad óptica de la reacción cromática se midió a dis
tintas longitudbs de onda, obteniéndose los.resultados que se indican a
continuación:
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L°gïíïgícggngg?a Densidad óptica

44o 260
47o 320
500 325
530 310
570 185
630 35
670 5

Para efectuar estas medidas ae empleó el mismoespectrofotómetro Erma
que se utilizó en el caso de la diacetilmonoxima. De lo expuesto se
concluye que la longitud de onda aconsejable es la de 500 milimicrones.

——————o_—————

DETERMINACION COLORIMETRICA DE LA UREA

POR MEDIO DEL DIACETATO DE FURFURAL

Reactivo:
El reactivo tiene la siguiente composición:

Solución a : diacetato de furfural al 10 %-en acetona.
Solución b : acido clorhídrico concentrado.

En el momentode usarse, se mezclan las soluciones‘g y b en la
proporción de 2: l, con lo que se tiene preparado el reactivo.

B;ocedimiento:
En sendos tubos de ensayo se colocan: 0,1 - 0,2- O,3—........

y 0,7 ml¡ de una solución de urea al 4 por mile El volumen de cada tubo
se lleva a 1 ml. con agua destilada.

Se agrega a todos ellos y a un blanco de l m1. de agua destilada,
1 ml. de reactiv0¡- .

Se llevan loa tubos a un b. m¿ a 56 grados durante 15 minutos.
Retirados de allí los tubos, se completa a lO ml. con agua destilada el
volumende cada uno de ellos y se lee la densidad óptica en el espectro
fotómetro, ajustando a cero el aparato con el blanco y usando luz de
500 milimicronee de longitud de onda.
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Los resultados obtenidos se exponen en el cuadro siguiente:

TuboNo. 3:25: 2333€“ mg. de urea. Densidad óptica

1 0,1 0,4 35
2 0,2 0,8 75
3 0,3 1,2 115
4 0,4 1,6 150
5 0,5 2,0 200
6 0,6 2,4 255
7 0,7 2,8 305

Todaslasvconclusionea obtenidas en el caso de la técnica del furfural
son aplicables a la del diacetato de furfural, pues en última instan
cia actfia en la reacción el furfural liberado por la hidrólisis de es
te compuesto en medio ácido.

Sensibilidad del método.
La reacción no se produce cuando en l mls de solución en ensayo

hay menos de 0,4 mg. de urea.
Esta sensibilidad es suficiente para permitir su aplicación al

dosaje de urea en orina.
La reacción no se produce con creatinina, ácido úrico, deriva

dos amoniacales, uretano, glutamina, asparagina, ácido glutámico, glu
tation, glicocola, tirosina triptofano, ciatina y alantoína.

La bilirrubina produce color rojo violáceo, pero comose elimi
na al desproteinizar los líquidos biológicos, su interferencia carece
de importancia.

gpnclusiones.
De lo expuesto en los capítulos anteriores se concluye que,

aunqueexiste.proporcionalidad entre la concentración de urea y la
densidad óptica de la reacción cromática, el métodono es aplicable
a desproteinizados de sangre debido a que la concentración de urea en
ellos es inferior a la sensibilidad del método.

La ausencia de interferencias por parte de los otros componen
tes de los medios biológicos hace que el método se pueda aplicar a otros_
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líquidos orgánicos donde 1a urea se encuentre en mayor concentración.
En este caso se encuentra la orina, a la que es posible aplicar

este método rápido de dosaje de urea, efectuando una dilucidn convenien
te de la mismapara ubicarse dentro del limite de concentración ede
cuada.

_______o_-___-_

PREPARACION DEL DIACETATO DE FURFURAL

4 moles (384 g.) de furfüral recientemente destilado y enfriado a
0 grado, se agregan a 4,2 moles (428 g.) de anhídrido acético, contem
nidos en un matraz de dos litros y se enfría a - 5 grados.

Se agrega l g. de Clé3n¡ 2H20disuelto en anhídrido acético. La
adición del furfural se efectúa tan rápidamente comoes posible y la
temperatura no debe pasar de —3 grados.

Luego de dejar la mezcla en reposo durante 24 horas, se vuelca
en una solución de carbonato de sodio y se agrega hielo hasta que la
coagulación del aceite sea completa.

Luego de unos minutos, 1a mezcla se filtra por succión. Luegode
secar el producto cristalino durante la noche en un desecador a vacio
sobre ácido sulfúrico, se recristaliza disolviéndolo en éter de petró
leo, del que cristaliza bajo la formode agujas incoloraa.

El producto asi obtenido es soluble en ácido acético, acetona
anhídrido acético, alcohol, y poco en aguü¡

El punto de fusión es 52-53 grados.
La técnica detallada en los párrafbs anteriores fué utilizada para

preparar el diaeetato de furfural que utilizamos en las experiencias
realizadas.

BIBLIOGRAFIA.
GIIMANY WRICH-IT.Iowa State Journal of Science. 30 (1929).,
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METODO DEL DIACETATO QE FURFURAL

APLICADO A LA VALORACION DE UREA Eu ORINA

Reactivosi
Solución de diacetato de furfural al 10 % en acetona.—
Acido clorhídrico concentrado.
Acetona.
Solución testigo concentrada: contiene 20 g/mil de urea en agua

destilada. A partir de ella se prepara 1a solución testigo diluida
llevando a IO ml. con agua destilada 1 m1. de la solución testigo con
centrada.
Procedimiento.

Diluïr 1 m1. de orina a 10 ml. con agua destilada. Colocar en
sendos tubos de ensayo 1 mls de la dilución de orina (tubo D), l ml.
de solución testigo diluida (tubo T) y 1 ml. de agua destilada (tubo B).

A cada tubo agregar 2 ml. de solución de diacetato de furfural al
10 % en acetona y 1 mls da ácido clorhídrico concentradoó

En otro tubo de ensayo (BO) colocar 1 m1. de la dilución de
orina, 2 m1. de acetona y 1 ml. de ácido clorhídrico concentrado.

Colocar todos loa tubos en un baño maría a 56°. durante 15
minutos.

Retirar luego de ese lapso los tubos del baño y diluir el con
tenido de cada uno de ellos a 10 ml. con agua destilada.

Leer la densidad óptica de 1a reacción cromática en un espec
trofotdmetro con luz de 500 milimicrones de longitud de onda, ajustan
do a cero el aparato con el blanco (tubo B) y restando para los cálculos
la densidad óptica del tubo B0 a la de la solución incógnita (tubo D).
Cálculo.

Goncentración de urea en g/mil = Ct.Li
Lt.

donde:
Gt. concentración del testigo: 20 g/mil

_Li. lectura del desconocido = lectura tubo D- lectura tubo BO.
Lt. lectura del testigo.

Por lo tanto:
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Concentración de urea en g/mil = 20’ ( ID'lBQZ
Lt.

————_°_—_—

po_SA.JE DE UREA EN ORINA POR EL Mmono DEL DIAcgrATo DE FURFURA;

COMPARANDOIOCON EL DE LA DmchIMONom/IA

Caso No. Método de 1a diacetilmonoxima
Urea en g/mil.
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Caso No. Métododel diacetato de furfural
Urea en g/mil.
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C 0 N C L U S I O N Bis

l)¡—Se efectuó un estudio bibliográfico y recopilación de las técnicas

2) o

3)0"

4)o"

para determinación colorimétrica directa de urea°—
De los métodos estudiados se seleccionó el que emplea comoreac
tivo la diacetilmonoxima,por presentar una aplicación práctica
directa debido a su sencillez y exactitud.
A 1a técnica elegida se le introdujeron modificaciones en Cuanto
a 1a composiciónde las soluciones testigo y reactivos y al pro
ceso analítico basadas en el estudio práctico realizado a lee efec
tos de adaptarla al dosaje de urea en sangre y orina.
Los resultados obtenidos mediante las modificaciones tendientes
a aumentar la sencillez y exactitud del métodofueron satisfacto
rios.- Puede decirse que la técnica analítica propuesta reúne las
condiciones necesarias, comolo demuestra el estudio estadístico
efectuado, para ser considerada en igualdad de condiciones con
otras aceptadas unánimementepor su exactitud, pero de ejecución
mas laboriosa¡—
Se realizó un estudio estadístico de los resultados analíticos
obtenidos con la técnica propuesta y con lo de lo ureasaa Se lle
ga así a la conclusión que las diferencias observadas en los va
lores numéricoscarecen de significación estadísticas

5).- Se efectuó el estudio de otro métodode valoración colorimétrica
de la urea basado en la reacción entre ésta y el furfural o sus
derivados ( en particular el acetato de.furfural), prOponiéndose
una técnica para doseje de urea en orina.
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