UNIVERSIDAD FEMENINA DE MEXICO - 3
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DETERMINACION DE

UREA EN ORINA

POR EL METODO DE
FEARON MODIFICADO POR KAWERAE

TESIS

QUE PRESENTA

MATILDE LOPEZ RIVERO

PARA OBTENER EL TITULO DE
Quimico Faramacturico Bibroco

Mtxico, D. F.
1957



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A MIS PADRES
CON RESPETO Y GRATITUD

a



PARA MI ESPOSO
CON TODO CARINO




- PARA LA SRA. Q. |,

MARIA DEL PILAR RIUS DE BELAUSTEGUIGOITA,
CON CARIRO Y AGRADECIMIENTO POR LA
DIRECCION DE ESTA TESIS



PARA . LA SRA.

ADELA FORMOSO DE OBREGON SANTACILIA,
DIRECTORA DIE ESTA UNIVERSIDAD



A MIS MAESTROS
AGRADECIENDO SUS ENSENANZAS




CON TODO CARINO A MIS
COMPANERAS Y AMIGAS



1L

It

v,

V.

VL

SUNMARILO

L INTRODUCCION.

FUNDAMENTOS DE LOS l’Rl.\*(‘IPf\LES METODOS
PARA DOSITICACION DE UREA.

MATERIAL Y METODOS.
RESULTADOS.
RESUMEN Y CONCLUSIONES.

BIBLIOGRAFIA.



Carvitvturo 1




El presente estudio esta basado en los trabajos de Fearon y
colaboradores, teniendo como objeto encontrar un método para
la dosilicacion de urea que sea ripido, exacto y de facil eje-
cucion.

Poco precisos son en cfecta los procedimientos indirectos con’
que cuenta o clinica para la dosificacion de urea, ya que todos
cllos tienen el defecto de Hevar a cabo una serie de manipulacio-
nes debido a las cuales T exactinud del métado es discutible.

La neeesidad de un método directo v simple para la deter-
minacion de urea en oving ha tenido como resultado ¢l desarro-
Ho de varios pruccdimiumns directos ¢ indirectos siguicndo todos
cllos un plin de tabajo miis o menos semejante, en el cual el
fin principal os a rapidez v exactitud del método.

Los trabajos lievados a cabo por Fearon vy moditicados pos-
teriormente por investigadores come Lipson, Kawerac v algunos
otros, estan basados principalmente en reacciones de condensa-
cion de la-urea, es decir, que descartan aquellos métodos en los
cuales es neeesario descomponer Ta urea, para despuds dositicar
los productos " descomposicion: sin cmbargo, en estas reacciones
de condensacion, en muchos casos no es posible llegar a conocer
su estructura quimica debido a la formacion de productos com-
plejos coloridos cuva intensidad de - color s praporcional a la
cantidad de urea.

Este trabajo, tiene por objeto demostrar la exactitud y rapi-
dez de Lo modificacion de Kawerae, al método original de Fearon
para dosificacion de uren con diacetil monoxima y haciendo una
comparacion de resultacos con los obtenidos por ¢l método de

Karr en la actualidad ¢l mas usado.
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La reaccion que se clectiaa entre fa urea y la diacetil monoxi-
ma no se conoce con exactitud ya que el producto que se forma
es un complejo del cual solo se conoce su color, ue se emplea
para la interpretacion de los resultados.
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La urea puede dosificarse directamente por condensacion de
¢sta con sustancias conmn 4 isonilmiM‘)pr()pin["cnmm o derivados
diacetilados, que dan productos cuya intensidad de color es pro-
porcional a la cantidad de urea: o bien indirectamente es decir
trasformando Ta urea en un producto de descomposicion que
posteriormente se dosifica. Los métodos directos en la actualidad
son poco wsados, debido principalmente a las dificultades que
presentan o procedimientos como en el caso de la @ isonitroiso-
propiofencna cn L determinacion de urea, que trac consigo una
seric de inconvenientes que decaen todos ellos en Ta obtencién
de resultados erroneos va que entre sus manipulaciones lleva un
calentamicnto muy pm]nn(nulu para la formacion de color, que
debe hacerse con las niiximas precauciones debido a que la urea
expuesty a un caluntimienta excesivo se d(.'scomp()nc.

Fos metodos en que se emplean derivados diacetilados pre-
sentan mids ventajas que el anterior, aungue no son del todo
perfectos, pues en L actualidad siguen haciendosele modifica-
ciones a los métodos originales con e fin de obtener uno que
a la ver de exacto sea sencillo.

Los métodos indirectos estin basados en dos propiedades dis-
tintas, una os aquella en que Ty urea por laaccion de una enzima,
la ureasa, se tasforma en presencia de aire en carbonato de
amonio, ¢l cual puede dosificarse posteriormente bien por me-
dio de un reactivo que ponga en evidencia ¢l idn amonio, en
este caso reactivo de Nessler, o bien trasformando la sal en amo-
niaco por L accion de un alealiy titulando después ¢l amonfaco
liberado.

La reaccion que se clectia es la siguiente:

NH,,
eo 2H,0 —e-  (NHy)p 003

NHo



Cualquicra de los dos métodos que se empleen para conocer
la cantidad de carbonato de amonio que se pmdujp es igualmen-
te exacto.

La otra pmpicdud Us ;u]uclln enoque por dcscun\pnsicidn to-
tal de Ja urea con hipni)mmim de sodio en un uredmetro se
libera nitrogeno gaseaso of cual es madido despuds en Ty gradua-
cion del aparato,

La reaccion gue se cfectua entre I urea v el hipnl)mmitu de
sodio ¢s la siguiente:

NH
2 \
c \: 0 + 3 BO > 3naar+ co,+ 2;1201-32
N
i,

Este metodo s quiza uno de los mis cmpleados, debido a
su rapidez va que no asu exactitud, por que como todos Hos
méludos de cuanteo de SUstancias, hasados en la lectura del vo-
famen de un vas desprendido dentro deun liguido, es bastante
mnexacto.

Los métodos de Ja ureasa son probablemente los mis satislac-
torios de cuantos se han propuesto para ta determinacion de urea,
debido a que ki enzima no actua sobre otras sustancias nitroge-
nadas, como por cjemplo, la alantoina v ademds no s preciso
seguir ningiu calentamiento minuciosamente rvgul;\do. Sin em-
l):lrgo, este Im."l()(l(). tiene ¢l inconveniente de no str esiacto cuan-
do se usa, para o determinacion de urea en pacientes urémicos,
que por lo gL'nL‘l“.ll estin |mj<) la accion de una (lm\n_v,;l voCsta
inhibe Ia accion cuantitativa de - la urcasa dando  resultados
erroneos.
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* El método seguido en este trabajo es el de Fearon, modifi-
cado por Kawerae, ¢f cual estd basado en la condensacion de la
urea con a diacetil monoxima en presencia de deido arsénico con )
formacion de una coloracion amarilla, que varia proporcional-
mente a la cantidad de urea y que puede leerse en un colorime-
tro o de preferencia en un fotocolorimetro. El metodo original
hacia uso del dcido clorhidrico, pero tenia el inconveniente de
que la produccion del color amarillo no era pooporcional a
urca sise variaba a cantidad de acido adicionado, vy ademds
al cfectuarse fa reaccion se producia un olor sumamente desagra-
dable. Estudios posteriores Hevados a0 cabo pot investigadores
como Lipson v Kawerae dieron por resultado Ta modificacion
‘l"uldd ¢n oeste “J])«IJ”

Para la esactitud del método debe Hevarse a cabo la reaccion
con una solucion de titulo no mavor de IN de deido arsénico,
va que un aumento on i coneentracion de esta solucion puede
variar considerablemente los resultados obtenidos.

En los estudioy seguidos por fos investigadores ya menciona-
LIOS, s¢ \\U (lllL' Ll aumento o dl\n“nllLl“n L(ln\ld(‘dl)lb LlC l()&
iones deidos o arsénico pentavalentes, podian causar un error en
la dectura del resultador sin embargo, las variaciones en la con-
centracion de la solucion de diacetil monoxima, siempre y cuan-
do, estas variaciones no scan muy notables no afectan a la for-
macion de color, por lo cual esta solucion no es necesario que
sea valorada v su conservacion es mayor que la del dcido arséni-
o, ya que no tiene mucha importancia que parte de la sustan-
cia se inactive,
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REACTIVOS

Solucién patron de nrea~Contiene | my. de urea por c.e. Se
prepara disolviendo 100 mg. de urea pura en 100 c.e. de agua
destilada. Para 1o preservacion de o solucion debe anadirsele
unas gotas de cloroformo permanceiendo estable @ una tempera-
tura menor a 132 durante cuatro meses.,

%o de diacetil mo-
cion anterior en 100 c.e. de agua destilada v anadiendo unas go-

Solucion de diacetil wonoxina.--Contiene 2.5
tas de clorolormo como preservativo.

Solucicn del diacetil monoxima.— Contiene 2.5 % de diacetil mo-
noxima en acido acético al 5%, Se prepara disolviendo 2.5 g
del reactivo en 100 c.c. de acido acético al 5 <. Es una solucion
sumamente estable aun a temperatura ordinaria en algunas oca-
siones aparcee un ligero color amarillento pero que no interficre
para nada fa interpretacion de los resultados.

30 g, de pentéxido de arsénico en 1000 c.eo de deido clorhidrico
concentrado, se deja reposar Ly suspension por uno o dos dias
Al cabo de este tiempo se filira o suspension por un fileo de
lana de vidrio.

Solucian tipo de dcido arsénico.=Se prepara diluyvendo un volu-
men determinado de solucion patron de dcido arsénico con dcido
clorhidrico concentrado hasta obtener una solucion cavo titulo
sea aproximadamente de 0.25N con respecto al ion arsénico pen-
tavalente,

Para la titulacion de la solucion se le anaden 30 c.o. de acido
clorhidrico 4N, 2¢. de vodato de potasio libre de vodure v 135 c.c.
de tetracloruro de carbono. Agitar vigorosamente v dejar repo-

0
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sar durante unos minutos titulando despuds el yodo liberado con
una solucion de tiosulfato de sodio O.IN usando almidon comao
indicador.

PROCEDIMIENTO

El procedimicnto que se sigue se Heva a cabo junto con una
prucha co blancol Ta cual servird posteriormente para el ajuste
del aparato en of momento de Ta pracba. Esta prucha en blanco,
debe hacerse para conveniencia del operador por que ahorra la
preparacion diaria de o solucion de diacetil monoxima, ya que
con ¢l tiempo ¢sta adquicre una ligera coloracion amarilla.

Se procede de L siguienie manera:

Problena Prueba en blanco

c.c. de orina

1
4 e de acua destilada
Y
3

5 c.c. de agua destilada
c.c. de su]uumx tipo de dci- 3 c.c. de solucion tipe de dct-
do arsénico do arsénico
una decima v omedia de act una décima v media de dci-
do clorhidrico concerarado. Jdo clorhidrico concentrado.
I e de solucion de diaceril I co. de solucion de diacetil
MONaNINLL MONOXIN.

El volumen de ambos tubos se ajusta o 10 ¢ee v lasolucion
se mezclh avitando suavemente. "Se ponen a bano maria duran-
te 30 minutos, teniendo cuidado de tapar los tubos con algodon
y procurando que Ly chullicion del agus del bano no sea muy
fuerte. Al cabo de este ticmpo los tubos se pasar o un recipien-
te que coptenoa 1”111 fria Voseoconsernvan ¢il Osta Lllll’:mlc tres
minutos, a4l cabo «la los cules e procede afa fectura en ¢l foto-

colorimetro wsando fa procha en blanco como testigo.
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Para la comprobacion de fa exactitud del métado, puede tra-
bajarse con un tercer tubo que contenga un volumen determi-
nado de solucion en tipo de urea.

El método usado en esté trabajo para levar a cabo la prucba
de comparacion de exactitud v rapidez del método de Fearon, es
el de nesslerizacion o método de Kare. of cual esta basado en la
accion hidrolitica de fa urcasa sobre la urea con formacion de
carbonato de amonio, ¢l cual se descompaone por a accion de un
alcali dejando en libertad amoniaco que se cuantea con reactivo
de Nessler. Este métado ¢s en 1o actualidad uno de lo$ mas
empleados por ser o} mas exacto, aunque tiene ¢l inconveniente
de llevar muchas manipulaciones y preparaciones preliminares de
la muestra.

REACTIVOS
Solucion de wreasa.—Colocar en un matraz: 37.5 a. de pul\'(‘; de
permutita, 300 c.e. de dcido acético al 260 Agitar. Verter el
liquido sobrenadante v lavar con agua destilada. Anadiv a la per-
mutita hameda 75 ¢ de jack- hean-meal v 125 coen dedcido sul-
farico OLOO0TN .qﬁnkmdn LlL‘SPUL.\ suavemente durante una hora.
Anadir 375 o. de glicerina. Filtrar o través de un papel filtro,

Solucion patron de urea. —Contiene 1.3 mg. de: nitrogeno . ureico
por 5 c.c. de solucion. Se prepara disolviendo 0.644 g, de urea
pura en 100 c.o. de agua destilada.

Solucin tipo de wrea—Contiene 0.075 g, de nitrdgeno urcico
por 5 c.c. de solugion. Se prepara diluyendo 5 e de la solucion
anterior 2 100 c.c. con agua destilada.

Reactivo de Nesster.—Disolver 15 u. de voduro de potasio v mer-
curio en 100 c.c. de agua du,uhdd y anadirle 70 a. de sosa. Fil-

trese v gu.xrﬂcgc en {msu) 0SCUTO.
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Solucion de goma Gatti—~Se prepara disolviendo 20 g. de goma
Gatti en 100 c.c. de agua destilada. Dejar reposar toda la noche
y al dia siguiente filtrar y anadirle a la solucion 1 g de 4cido
benzoico disucho en 10 c.e. de aleohol,

En este métado a orina usada necesita estar exenta de amo-
nfaco para lo cual e procede como sigue:

En un matraz o un vaso se colocan de 15 a 20 c.e. de orina,
se adicionan 5 g de permutita. Agitar, Dejar reposar 10 minu-
tos. Filtrar. Del filtrado tomar 1 c.e. aforar 2 250 c.c. con agua
destilada. Se trabaja tomando 5 ce. de esta dilucion.

En dos tubos especiales para dosilicacion de urea marcados
con las letras P para problema v I para testigo respectivamente
colocar:

Problema Testigo
5 c.c de orina exenta de amo- 5 c.e. de solucion tipo de ni-
niaco trdgeno ureico
3 gotas de ureasa 3 gotas de urcasa
4 gotas de solucion amorti- 4 gotas de solucion  amorti-
auador cuador

Poner en bano maria durante 15 minutos pr()cumn(h) que
el agua del bano no suba de 507, al cabo de éste tiempo se les
anade a ambos tabos unes 5 6 6 c.c. de agua destilada:

5 gotas de goma Gaui afo- 5 gotas de goma Gatti alo-
rar a 22.5 rar a 22.5
2.5 ¢.o. de reactivo de Nessler 2.5 c.c. de reactivo de Nessler

Se lee en el fowocolorimetro en la escala correspondiente a
sangre, pero como la sangre estd diluida tomando 1 c.c. y ana-
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di¢ndole 10 c.c. de agua destilada v o orina estid diluida toman-
do 1 cc. y aforando a 250 c.c., ¢} resultado obtenido de 1o lec
tura debe muliiplicarse por 25.

34



Cavituino 1V



RESULTADOS

Método de Nessder Metodo de fearon Diferencia %
urea gt wrea gl

13.8 145 — 4.8

20.5 20.0 + 2.8
36.5 35 + 8.2
1.4 15.1 — 4.6
295 29.0 + 1.6
26.5 285 — 7.0

17.8 18.6 — 4.3
28.5 26.0 + 8.7

8.2 7.8 -}- 4.8
213 225 -~ 5.3
16.4 17.0 ~= 3.5
235 249 — 5.6
20.0 215 -~ 6.9
30.6 323 — 5.2
3.3 32.5 ~4- 5.2
26.0 24.8 -+ 4.6
16.4 17.3 — 5.2

2.9 1.5 + 4.8
14.0 15.0 — 6.6
206.2 25.1 -+ 4.2
30.5 1.2 — 2.2
14.5 15.7 — 7.6
12.9 13.5 — 44
28.4 29.0 - 2.0

W
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Métndo da Nessler Método de Fearon Diferencia %
wrea goc, wres RO,

15.6 15.0 - 3.8
19.0 17.9 - 5.7 :
30.6 30.1 -+ 1.6
18.5 20.0 —7.5
15.5 13.5 - 4.5
18.0 17.3 4 3.8
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Se ha comprobado que ¢l métado seguido en este trabajo es
tan exacto como ¢l indirccto en las orinas normales, con la ven-
taja de tener mayor exactitud en los casos en los que una cleva-
cion anormal de o urea requicre ol ('mplm de medicamentos,
que al ser eliminados por Ta ovina interticren la accion encintica
de Ia ureasa, pero no fade Ly diacetil monoxima en la reaceion de
condensacion.

Por ¢l contrario presenta b desventaja de resultar poco exac-
to en as orines con cantidades de arca anormalimente bajas.

El metoda propuesto tiene ba ventaga de ser mis vipido que
los metodos indirectos empleados en Ta-dositicacion de urea, de-
bido por sma parte 4 L mavor rapidez de la reaceion en si'y por
otra a la ausencia de nmnilul\.u‘ixmcs prclimin;u\‘:«'. como por cjen
p]u. L climinacion de amoniaco que son necesarias en los méto-
dos cncinuiticos.

EL metado residta ademas de téenica mds sencilla, por que
suprime los reactivos vomanipulaciones preparatorios necesitando
un menor namero de ellos para Hevar a cabo el procedimien-
to Cn si.
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