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Siendo la urea una substancia de notoria importancia, no sdlo en
anilisis, donde su uso'como reactivo es frecuernite, sino por encontrarse
en el organismo como residuo del metabolismo albuminoideo, se expli-
ca facilmente que haya sido objeto de numerosas publicaciones orienta-
das a su dosificacién.

Los macro y micrométodos clisicos que ain siguen empleindose
se basan: en la liberacién del nitrégeno por oxidacién y medida del mis-
mo en gasémetro adecuado; transformacién de la urea en amoniaco por
la ureasa y medida fotocolorimétrica del mismo y determinacidn gravi-
métrica del precipitado obtenido al reaccionar con el xantidrol en diso-
lucidn acética.

Los métodos colorimétricos, a causa de su sencillez, han sido em-
pleados con éxito. ROSENTHAL (1) dosifica el producto de condensacidn
de la urea con diacetilmonoxina acidificada y posterior oxidacién con
acido arsénico y WEARNE (2), en lugar Je hervir, lo hace a presidn, lo-
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grando un ahorro de tiempo y mayor estabilidad del color. De forma
parecida y fundado en el mismo principio sARDOV (3) y KITAMURA (4)
ha mejorado el método sirviendo como patrdn frente a otros proce-

] P P
dimientos.

Empleando la ureasa, como decimos al principio, opera Hijar (),
y GoirfoN (6) aplica este principio con la particularidad de hacer la
toma de sangre sobre papel secante. RAPPAPORT y EICHNON (7) lo hacen
previa determinacién del nitrégeno no protéico. FLEURI y EBERHARD (8)
hacen uso de la ureasa y la reaccion fenol-hipoclorito cuya coloracién
azul se presta bien a la dosificacion colorimétrica. KrIEGER (g) desplaza
en medio alcalino el amoniaco producido por la ureasa absorbiéndolo
con dcido sulfirico y, basado en la técnica de King, Heskerh (10) la
dosifica en disolucion isotdnica con el suero sanguineo.

Otras técnicas colorimétricas han sido empleadas por ARCHIBALD (1 1)
basindose en la coloracion roja obtenida con la urea y la w-nitroso pro-
piofenona en medio. dcido. FENEcH (12) utiliza la coloracién rosa que se
obtiene con la resorcina, BROWN (13) con el p-dimetilamido benzaldehi-
do y BAFUSZ (14) con el clorhidrato de fenilhidrazina y disolucién pam.

Como decimos, el precipitado que se obtiene tratando la urea con
el xantidrol, permite su dosificacién. El clisico método de Fosse ha sido
aplicado para su determinacion en sangre por CARAWAY (15) y LAWRIE
(16) aplica este principio para la dosificacion turbidimétrica.

También se ha utilizado la determinacién yodométrica para la valo-
racion en sangre por MARCO y TORRELLA (17) que emplean exceso de
hipobromito que valoran finalmente par yodometria. vazqQuez (18)
oxida con hipobromito. la urea en presencia de fenolftaleina que toma
color verdoso cuando ha terminado la oxidacion de la primera.

Las determinaciones gasométricas tan usadas en clinica, como son
los métodos de Neveu para orina y Ambard para sangre se fundan en
la oxidacidn. por, el hipobromito y el nitrégeno desprendido se recoge
en el gasdmetro. Existen varios modelos tomo los de Munoz Cortazar,
Fuente Hita, Barron y «Saher» entre otros. Uno de uso comin para
liquidos bioldgicos es el de rREPETTO (1g) y los propuestos por HERNAN-
DEZ ANDUEZA (20 y 21). .

Finalmente y utilizando el método original «Saher», sorRANDESEs y
HERNANDEZ (22) determinan con hipobromito la urea, incluso la reserva
alcalina. . La coloracién marrdn que se obtiene con el cloruro mercirico
ha sido aplicada por BURLINA .(23) para una cuantitativa aproximada.
ROSENTHALER (24) sin llegar a aplicar el método de Kjeldhal, trata con
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4dcido sulfirico en caliente y destila el amoniaco que valora posterior-
mente. Una nesslerizacién directa partiendo de upa disolucion de ureasa
ha sido propuesta por GUZMAN AGUERO (25) siguiendo la técnica de

Walter Karr modificada por Mata.

Fundamento del método

El nitrégeno existe en la molécula de urea en grupos;NHz siendd
por tanto atacable por el dcido sulfirico concentrado para ser transfor-
mada en amoniaco. El método ensayado, basado en este principio, per-
mite que el ataque se realice en sélo unos segundos y la dosificacién de
amoniaco se hace por fotocolorimetria directa por su reaccion con ¢l
reactivo de Nessler.

La transformacion cuantitativa de la urea en amoniaco por el dcido
sulfirico en caliente en presencia de cido percldrico partiendo de can-
tidades de o,1 mg. y ain menores, ofrece dificultades a causa de una
oxidacion parcial del nitrégeno uréico.

Partiendo de una disolucién de urea conteniendo 0,5 g. en 1000 ml.
de agua, calentada con icido sulfirico conc. (D: 1,84) hasta la apari-
cién de humos blancos, agregando Il gotas de disolucion de dcido per-
clérico del 609, espaciadas convenientemente, se da por terminado el
ataque cuando van transcurridos unos tres minutos de calentamiento.
La disolucion sulfirica conteniendo los productos de oxidacion de la
urea, diluida en 50 ml. de agua destilada y alcalinizando con 2,5 ml.
de dxsolucnon de hidréxido sddico conteniendo 30 g. en 100 de agua,
agregando 1 ml. de reactivo de Nessler y haciendo la lectura fotocolo-
rimétrica a los § minutos, da lugar a los resultados que se exponen en

la tabla la.

Tabla Ia
Dis_urea Acido Acido , Agua Disol. I Reacc
Tubo K sulfurico || perclérico || destilado NaOH Nessler Dens.
nymeso (m?) | (m) (ml) (ml) (ml) (m1) oplica
|
| il 1l
1 0,1 05 | 3 j 50 2,508 1l 1 0,06
2 0,2 05 || 3 S0 ‘ 2,500 1 0,09
3 0,3 0,5 3 50 209 1 0,20
4 0,4 (SN =" S0 2,5 | 1 0,20
| |
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En la tabla Ib se exponen los resultados obtenidos con una disolu-
cién de cloruro aménico cuya concentracién en idn amonio se corres-
ponde con el que estequiométricamente debiera formarse con la urea
contenida en igual volimen:

Tabla Ip

Cl. amén | Ac. sulfurico Agua i Disol. | Reac. |‘
Tubo 0,891 g'L conc. destilada NaOH Nessler | Dens
numero (ml) | (ml) | (m|) | (ml) (ml) 1" optica

M Lo epl ! Elarl |
1 ol ¢ kg5 ‘Rurcgiey o, 25 N
2 0,2 0,5 | 50 | 2;5 1 | 0,13
3 03 05 | 50 25 e
4 0.4 05 || 50 | % 1 | o023

] | 1l

Comparando los resultados de las tablas precedentes se aprecia que
la transformacion del nitro’geno uréico en amoniaco no es cuantitativa.
“Hay que suponer que, o bien hay una pérdida de nitrdgeno por volati-
lizacion o sufre una oxidacién parcial.

Permaneciendo incolora la disolucion de urea durante el tiempo que
dura el ataque y no existiendo circunstancia alguna que indicase el final
de la reaccidn, se hicieron ensayos colocando en cada tubo, antes del
comienzo del ataque, una gota de disolucién de glucosa al 3-59, y ope-
rando como en el caso anterior. En estas condiciones, la disolucion sul-
firica se ennegrece y al anadir el dcido percldrico se logra a los pocos
segundos de calentamiento que la disolucién quede transparente, sirvien-
do la glucosa en este caso como indicador del final del ataque. Los re-
sultados obtenidos se exponen en la tabla Ila:

Tabla |1 ¢

] ] T

Dls urea l Acido i Acido || Agua Dis. Dis. React. |
Tubo sulfurico | perclérico ||destilada || glucosa NaOH || Nessler Dens.
numero ? (ml) (gotas) || (ml) | (gotas) (ml) | (m)) opt.
e ¢ : | 2= e g

| | | |
1 0,1 ff 05 3 | 50 1 Hel" 2:5 1 | 0,07
2 0,2 0,5 3 i1 150 |l 1 It 25 1 0,12
3 0,3 0,5 3 f| 50 ff 1 [5E82,5 1 017
4 0,4 0,5 3 f sofl v [ 25 1 0,20

[ | |
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Los resultados que se obtienen con la disolucidn patron de cloruro
amdnico se exponen en la wabla IIb:

Tabla IIn
Cl. aménico  Ac. sulfur Agua | Disol. :! Reac

Tubo 0,891 g.L conc. des. NoOH Nessler Dens
numero (mb) (ml) (ml) {ml) (ml) optica
1 0,1 0,5 50 2,5 ) 0,09

2 0,2 0,5 50 [ m2;5 1 0,14

3 03 0,5 50 25 1 0,20

4 0,4 05 50 | nS 1 0,25

Comparando las cifras encontradas en las tablas Ila y IIb, se com-
prueba que la presencia de la glucosa es beneficiosa en el ataque. Aun
asi, las cifras encontradas son bajas con relacidn a la cantidad de amo-
niaco que debiera formarse.

La posibilidad de que la cantidad de dcido perclérico fuera excesi-
va, dio motivo a que se practicaran experiencias reduciéndolo a sélo
una gota. Incluso el tamafo de esta tiene influencia debiendo medir
0,015-0,02 ml., usando para ello una pipeta de o,r ml. dividida en

2.
centésimas.

En la tabla 1lla se exponen los resultados encontrados operando
con esa cantidad de 4dcido percldrico y en la tabla IIIb se comprueba
con la disolucion patrén de cloruro aménico.

Tabla Illa

i I i i | i | i Reac l
Tubo D(;,SS UriO su?ff’;lggo | pe):ccllosir?co l deAsg:‘c;]do Ill)JIcsc.:so| NES.H Nessler || Densidad

WA (mhy {ml) | (ml) [ (ml) _?goms) (m1) (mh 6ptica
e Li 2] ! o ol S| ot e

1 O £ 05" [10,0ra= 002 ™ 50 ] TepSE25 Lofo012

2 0,2 F4 80, Sukill » I 50 12 43 25 1 0,18

3 0,3 0,5 » 50 i a2k 1 0,24

4 04 | 05 > ‘ 50 | 1 25 1 || 02
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Tabla I1Ib
|
Cl. oméni i i .
Tubo GA g | sullorico | desiiodo || NOOM oG Densidad
numera (m1) e m) | (mi) (mi) 6ptica
—— = _T ['= — = —_———
1 0,1 [ 05 50 POl 1 0,10
2 02 || 05 50 .0, 25 ‘ 1 0,16
3 0,3 js20,5 50 =25 1 0,22
4 0,4 Ii 0,5 50 215 ‘ 1 0,27

Comprobada la influencia que tiene la cantidad de dcido percldrico
afiadida y la presencia de la glucosa, se realizaron una serie de ensayos
con mayor numero de tubos para deducir el margen de concentraeiones
en las que se sigue la ley de Beer. En las tablas [Va y IVb se dan los
resultados obtenidos con las disoluciones patrén de urea y cloruro amé-
nico respectivamente, expresindose asimismo el pH de las disoluciones

ue han de ser fotocolorimetradas y la temperatura. La medida de la
gisolucién de urea de los tubos 1 y 2 fue practicada partiendo de la di-
solucién madre diluida al décimo y tomando 0,25 y 0,5 ml. respectiva-
mente.

Construccion de la curva-patrén.—En tubos de ensayo de 15 x 1,5
cm. bien secos se colocan con una pipeta dividida en centésimas la diso-
lucidn de urea al o,5 g/L. debiendo introducir la punta hasta tocar el
fondo del tubo y lograr que quede en el mismo los mililitros de diso-
lucién que se indican en la tabla [Va pero despreciando los dos prime-
ros tubos. En cada tubo se pone una gota de disolucién de glucosa al
3-5% procurando caiga integra en el fondo y a cada tubo se agrega
0,5 ml. de dcido sulfurido concentrado (D: 1,84). Ayudindose de una
pinza se calienta cada tubo a la Illama del mechero agitando sin cesar
para evitar proyecciones y cuando aparecen humos blancos se apar-
tan del calor para depositar en cada uno una gota (0,015-0,02 ml.)
de dcido percldrico del 609, que debera caer al fondo del tubo si estd
colocado en posicion vertical. De nuevo se lleva a la llama del mechero
aproximandolo y retirindolo para mantener la ebullicion regular y evitar
la proyeccion. En pocos seguados se consigue que el liquido de ataque
comience a aclararse hasta hacerse transparente. Si el contenido del tubo
al final del calentamiento toma color amarillo limdn, no es aconsejable
seguir calentando puesto que al enfriar se tornara incoloro. El ataque
dura en los primeros tubos dz 5 a 30 segundos y en los ultimos algo
mas de 1 minuto. '



Tabla I1Va

Tubo

Dis. urea

nomero if,,‘,’,’ t
1 0,025
2 0,05
3 0,1
4 0,15
5 0,2
6 0,25
7 : 0,3
8 0,35
9 04

Acido
sulfurico
(ml)

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

0,5

© Acido
perclérica
(m!)

Agua

9 |
destilada

(ml)

0,015-0,02

»

50

50

50

50

50

50

50

Dis.
glucosa
(gotas)

2,5
2,5
2,5
2,5
25
2,5
2,5

2,5

Reac.
Nessler

pH

13,60
13,60
13,64
13,54
13,60
13,62
13,84
13,30

13,58

24

24

24

24

24

24

24

24

24

| Densidad

optica

0,07
0,08
0N
0,14
0,18
0,21
0,24
0,27

0,30

VIILNIDOVWIEVHL S3V

S€z



Tabla 1Vp
o | pgnerie | ttte, | umm, | SIS
nomero (ml? (ml) (ml) (mi) °C éptica

0,025 0,5 50 2,5 24 0,06
2 0,05 05 50 2,5 24 il 0,97
3 0,1 05 50 25 24 i 0,10
4 0,15 0,5 50 e 24 ! 0,13
5 0.2 0,5 50 2,5 24 1 0,16
6 0,25 0,5 £0 2,5 24 i 0,'9
7 03 05 50 2,5 24 l 0,22
8 0,35 0.5, 50 25 24 l 0,26
9 04 05 50 2,5 24 ! 0,28

1}

ofc

ZIWOO SYWOHL T A YAONVITIA VIDNVYO ¥




ARS PHARMACEUTICA 237

Cuando ha terminado el ataque del dltimo tubo, los primeros han
enfriado lo suficiente para hacer la dilucion. Se vacia la disolucién sul-
firica sobre un matraz cdnico de 100 ml. que contiene 50 ml. de agua
destilada. Se vierte agua del matraz sobre el tubo y asi se repite la ope-
racién dos o tres veces con lo que se consigue transvasar integramentc
el contenido del tubo al matraz. Se alcaliniza con 2,5 ml. de disolucidn
de hidroxido sédico exento de carbonato que contiene 30 g. en 100 ml.
de agua destilada y seguidamente 1 ml. de reactivo de Nessler. Cuando
van transcurridos unos cinco minutos aproximadamente se hacen las lec-
turas en el fotocolorimetro. El empleado por nosotros es el modelo
Speker de la casa Hilger con filtro violeta (440 my.) que presenta para

este color la maxima absorcidn. Con los datos obtenidos se construye
la curva.

Método.—Se parte de un volumen de disolucién de urea que oscile
entre 0,1 y 0,45 ml. de una concentracion aproximada a 0,5 g/L. y se
deposita en el fondo de un tubo de ensayo de 15 x 1,5 cm. tratindola
como se ha dicho anteriormente para la construccion de la curva patrén.
Diluido el contenido del tubo en g0 ml. de agua, alcalinizando con
2,5 ml. de disolucién de hidréxido sédico, agregando 1 ml. de reactivo
de Nessler, a los cinco minutos se hace la lectura colorimétrica en las
condiciones ya expuestas. La concentracion del problema se deduce con
la ayuda de la curva patron.

Conclusiones.—Con el método propuesto pueden dosificarse de 50
a 200 gammas de urea.

El amoniaco se determina directamente sin recurrir a su destilacidn
ni difusidn.

El método puede ser empleado para la determinacion de urea en li-
quidos bioldgicos donde suele tener una concentracién aproximada a la
de la disolucion patrdn usada, siempre que se separen convenientemente

los demis elementos nitrogenados. Nosotros lo hemos empleado con
éxito en ll'quido cefalorraquideo.

RESUMEN

Se propone un micrométodo de dosificacion de urea, transforman-
dola en amoniaco, previa hidrdlisis ripida y lectura directa de la colo-
racion producida con el reactivo de Nessler. Permite determinar canti-
dades cre: urea comprendidas entre las 50 y 200 gammas.
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