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La dificultad de no disponer de suficiente cantidad de sangre para hacer
las determinaciones cuantitativas de sus componentes, ha llevado a los investi-
gadores a procurar el uso de microtécnicas (4, 5). No obstante, junto con las
ventajas de poder trabajar con cantidades muy pequefias de sangre, se presentan
algunos inconvenientes en cuanto a la exactitud y la sensibilidad de los métodos.

La presente modificacion, al macrométodo de la ureasa propuesto por
Karr y Looney (citados por BRAY (1)) para la determinaciéon cuantitativa de
la urea sanguinea, es el resultado de estudios comparativos entre los diversos
métodos mis usados y recomendados en la actualidad (2, 3, 4, 5). Considera-
mos que la simplicidad de la técnica y la sensibilidad de la misma, hacen de
éste un método sumamente prictico. Ademas posee la ventaja de aprovechar una
cantidad muy pequena de sangre (0,25 ml) para hacer sobre ella las determi-
naciones conjuntas del nitrégeno ureico y la glucosa. Los trabajos experimentales
llevados a cabo con el micrométodo propuesto, han dado resultados altamente
satisfactorios con una sensibilidad al miligramo, usando soluciones patrén de
concentracién conocida.

MICROTECNICA PARA EL NITROGENO UREICO SANGUINEO

1) Témense dos tubos de ensayos de 13 x 100 mm y péngase en cada
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uno de ellos 1 ml de agua destilada; afiddanse, agitando bien, 0,25 ml de la
solucién ureasa-fosfato*.

2) Al primer tubo afidanse 0,25 ml de sangre capilar.

(Para la obtencién de la muestra higase una incisién profunda de la
yema del dedo y recéjase la sangre en un tubo de ensayos de 8 x 75 mm. Pa-
ra evitar la coagulacién agitese la sangre con un aplicador de madera, el cual
ha sido previamente humedecido en una solucién de oxalato de potasio al 20%).

3) Al segundo tubo afiddanse 0,25 ml de agua destilada.

Todas las operaciones siguientes deben efectuarse simultineamente en
ambos tubos, el primero de los cuales representa la incégnita y el segundo la
concentraciéon cero.

4) Mézclese bien e inctbese durante 15 minutos a 50° C en baiio
de agua.

5) Afiddanse 2.5 ml de agua destilada; 0,5 ml de 4cido sulftrico 2/3
N y 0,5 ml de tungstato de sodio al 10 por ciento.

6) Meézclese bien y centrifiguese durante 5 minutos a 3.000 r. p. m.

7) Con una pipeta péngase 1,0 ml del centrifugado claro y libre de
proteinas de cada tubo, respectivamente, en dos tubos de ensayos.

8) Afidanse 8,0 ml de agua destilada y 1,0 ml de reactivo de Nes-
sler.

9) Meézclese. Déjese en reposo por un minuto. Léase en el fotocolori-
metro, usando el filtro azul de 420 my, el porcentaje de transmisién de la in-
cégnita en comparacién con la solucién “blanco” ajustando a 100 por ciento de
transmision. Bisquese en la tabla de calibracién el valor correspondiente a Ia
lectura.

MICROTECNICA PARA LA GLUCOSA SANGUINEA

I Para bacer las determinaciones cuantitativas del nitrdgeno ureico y la glucosa
simultaneamente, procédase de la manera siguiente:

1) Toémense dos tubos de Folin graduados a 12,5 ml y a 25,0 ml
Con una pipeta ponga en el primero 2,0 ml del centrifugado claro y libre de
proteninas obtenido para hacer la determinacién del nitrégeno ureico. En el se-
gundo tubo ponga 2,0 ml del centrifugado claro del “blanco”. En ambos tubos
deben efectuarse todas las operaciones siguientes:

2) Aidadase 2,0 ml de reactivo de tartrato alcalino de cobre.

3) Agitense e introddzcanse los tubos en un bafio de agua hirviente
por 10 minutos.

* a) Fosfato disddico 0.05 molar. b) Ureasa ¢n polvo (Harlington Chemical Company,
o E. R. Squibb & Sons Inc.). Inmediatamente antes de que se vaya a hacer la deter-
minacién, péngase en un tubo de ensayos 10 ml de la solucién de fosfato disédico
(a) y adddanse 0.1 gm de la ureasa en polvo. Mézclese bien agitando vigorosa-
mente. Esta solucién de urcasa-fosfato no debe ser usada después de transcurridas
mis de 6 horas de su preparycién,
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4) Enfriese. Adicibnese 2,0 ml de reactivo de 4cido fosfomolibdico.

5) Dilayase con agua destilada, el tubo que contiene la incégnita a 12,5
ml y a 25 ml el tubo de concentracién cero (el “blanco” se diluye al doble para
evitar que éste tenga una densidad optica muy elevada).

6) Agitense y déjense en reposo por 10 minutos.

7) Léase en el fotoclorimetro usando el filtro de 420 my en la forma
indicada.

II.  Para hacer la determinacion de la glucosa solamente, procédase de la ma-
nera siguiente:

1) Hiagase un filtrado o centrifugado libre de proteinas de la sangre
en estudio asi:

a) Tcémense dos tubos de ensayos y péngase en cada uno de ellos 3,75
ml de agua destilada; adicione al primero 0,25 ml de sangre capilar; al se-
gundo 0,25 ml de agua destilada, El primero de los tubos representa la incég-
nita y el segundo el blanco.

2) Toémense dos tubos de Folin graduados a 12,5 y 25 ml Con pipeta
péngase en el primero 2,0 ml del centrifugado claro y libre de proteinas y
mirqueselo como incégnita. En el segundo péngase 2,0 ml del blanco.

3) Contindese siguiendo las instrucciones dadas anteriormente para la
determinacién conjunta de la glucosa y el nitrégeno ureico.

RESUMEN

Se ha querido proponer una modificacién al método clisico de la ureasa
para la determinacién cuantitativa del nitrégeno ureico y de la glucosa usando
sangre capilar. Dicha modificacién consiste ademds de la indicacién del uso de
0.25 ml de sangre, en el uso de una solucién de ureasa-fosfato como fuente de
la enzima que actuari liberando el nitrégeno de la urea sanguinea.

En el transcurso de las determinaciones experimentales, se pudo demos-
trar que con la adicién de una cantidad precisa y constante de la solucién de
ureasa-fosfato, se eliminaba el error atribuido a otras técnicas. Asimismo, se
propone una microtécnica para la determinacién de nitrégeno y de la glucosa
simultineamente.

SUMMARY

A modification to the classical urease method is proposed.” Dosage of
blood ureic nitrogen and glucose can be made with 0.25 ml of capillary blood.
The use of phosphate-urease solution is suggested as a source of the enzyme.

This technique standardizes the amount of enzyme, therefore avoiding
error. The 420 my, blue filter is used for both photocolorometric determinations,
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