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Dosaje de la Urea por la ureasa

Por gL DrR. MANUEL A. VELASQUEZ
Profesor de Quimica Medica en la Facultad de Medicine

Al lado de los métodos de dosificacién de la trea que se basan
en la accién del dcido nitroso, ce los hipocloritos o de los hipobre-
mitos, existen otros procedimientos basados, en las propledades
de algunas bacterias (micrococcus urae) de descomponer la tirea ea
anhidrido carbénico y amoniaco, gracias a que la orina, colocada
a la temperatura ambiente, sirve como de medio de cultivo en el
que se desarrollan estas bacterias. Sin embargo, la misma desi_:om—
posicién en anhidrido carbbnico y amoniaco puede obtenerse per
la ebullicién con los alcalis o calentando por varias horas a 1500 la
drea con los acidos. (*)

Los trabajos de PASTEUR y de VAN THIEGEN sobre la fermen-
tacién amoniacal de la orina, fueron perfectamente aclarados, cuan-
do MuscuLus en 1874 descubri6é un fermento capaz de descompe-
ner la irea en amoniaco y anhidrido carb6nido y propuso un méto-
do de dosage, basado en el empleo del papsl de filtro, sobre el qne
se ha filtrado una orina en fermentacién amoniacal; a los 500 la
transformacién de la urea en carbonato de amoniaco es rapida y
completa, pudiendo en consecuencia dosarse este compuesto por
alcalimetria.

(*) Nu trdos los cuerpos que perténecen al grupo de 108 ureidos, cuyo prototipo
e la Grea, guzan de la propiedad de uescomponerse por los hipobromitos olcalinos.
£l vcnmal 0 acido dietilberbitOrico es uuo de ellos pues ¢S necesario que &ctﬂe
previamentle un alcaii concentrado cn caliente.

El interncucus urae al actuar robre el veronal lo descmpone primero @n Greay
Acido dietilmai.nicv, disminuyendu poco apoco 1a acidez de la solucionpor la forma-
c¢ién de carbonuto de amoniaco. )

il aspergillus niger v el Penicillium glpucum no desdoblan €l verénal, aunque
91 ee desarrollan en laes snluciones de rstas sustanriag.
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MiQuEL obtuvo una diastasa, cultivando en un medio pepto-
nado las bacterias uredfagas y el profesor BoURQUELOT (Tésis de
Parfs 1889) di6 el nombre de wreasa al fermento hidrolizador de
la drea. :

SHiBATA (1904) ha encontrado la ureasa en el aspergillus niger
y Kikkoj1 (1907) en el cortinellus edodes.

Pero ha sido TAkKEuUcHI quien en 1909 encontré la fuente de
ureasa méis importante, estudiando una leguminosa llamada soja
(soja hispida). (1) KE1SEL en 1911, ZEMPLEN en 1912 y ANNET en
1913 han aislado el fermento ureasa de diversas plantas: trigo,

lupino.
(1) La Soja es la semilla de una leguminosa, muy usada en ¢l Japén, China y en

la Corea como alimento.
Es de gran valor nutritivo como lo manitiesta su composicién quimica:

Materias Brass8 ... ...ttt {7—189,
Id. nitrogenadas ........ ... 33—379%,
Id. Hidratos de carbono .......... ...l 209,

Contiene mds materias albuminoideas que la carne y el trigo.

En el Japén se prepara un queso, con el arroz fermentado y la Soja, que es de uso
corriente y que se llama tofu.

Solo la Manchuria exporta 500.000 Loneladas de sernilla de soja, principalmente
al Japén, pues en ITuropa en 1911 aun cuando ha aumentado su importacién, no lle-
g2 a esa cifra. El litoral chino hace e] comercio de ]a Soja por valor de 130 millones de
{rancos.

En 1873 tueron llevadas las semillas de Soja a la Exposicion de Viena y enton-
ces se comenzd una serie de importantes estudios sobre su cornposicion quimica y
sug aplicaciones a la agricultura.

Son dos las principales variedades de semillas que se distinguen por su forma y
su color: 1a soja hispida plalycarpa y 1a soja hispida tumida, siendo la de mas valor
nutritivo la soja hispida tumida, variedad palltda, afrosperma o castanea.

Su composicion quimica es:

ABUA oottt ettt i e e e 10.68 9,
Materiag 8z0ada8S. .. ....... ... e 34.08 9,
(5 - - 16.45 %
Hidratos de carbono... .. ... ... it s 29.58 9
Materigs 1enosas . ... . ... ... e e 4.44 9,
COIIZAS  covov e et it et e e 577 9,

La Soja Hispida (Moench), ha sido cultivada desde la més remota antiguedad
en China principalmente en la Manchuria; es una leguminosa anual, de hojas com-
puestas, bifoliadas, flores verdosas e incoloras, Irutos vainillas o legumbres vellosas,
que contienen las semillas en forma de pequenos granos semejantes a pequenas ha-
bas, 1o que le ha dado el nombre de haba oleosa de la China. Por su cultivo se mejora
1a calidad del terreno, por cuanto posée la planta la propiedad de fijar el Nitrégeno
mejor que las demas leguminosas. La semilla de forma elipsoidea mide 9 milimetros
de longitud por 6 milirmetros de ancho y 4 de espesor. La superficie externa es de
color variable. La variedad mas coman es la amarilla.

La harina de soja es ]la empleada como alimento; se obtiene por maceracién de
las semillas decorticadas, para disminuir la proporcién de celulosa y aumeuntar su
digestibilidad y mejorar el sabor. _

Su composicién quimica es:

Extracto 8eco . .. ... .. e e 89.28
Sustancia azoada ............ ... .. e 39.90
- BuStANCIA BTASA .. ... ..ttt e e 19.50
Sustancia hidrocarbonada................... ... .. ... ..... 10.07

Salesminerales ... .... .. ... ... ... .. ... e 3148
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BenjAMIN (1) ha comprobado la presencia de 1a ursasa en las
nudosidades de las raices de vzvias leguminosas, en los 6vulos, el
pélen, los tubérculos y los bulbos de algunos otras plantas.

La ureasa existe igualmente en las semillas de l1a higuerilla o
palma cristi (Ricinus comunis) (2), tan abundante entre nosotrcs y
que se le conoce vulgarmente con el nombre de «piojos del diablo»s.

Preparacién de la ureasa.—Preferimos para la preparacién de
la ureasa el método de DoNAL y VAN SLYKE (3) que es como sigue:
se hace una maceracién de harina de soja, 10 gramos en 150 gramos
de agua destilada, se decanta el liquido y se agrega 10 gramos de
acetona; se forma un precipitaco que contiene la ureasa que se reu-
ne en un filtro que se deseca en el vacio, sobre acido sulfirico.

Asi aislada la ureasa, se piesenta como un polvo blanco ama-
rillento, soluble en el agua de clor sur genéresis dando lugar a una
solucién opalina, espumosa.

Numerosos han sido los trabajos de investigacién que se han
hecho sobre la ureasa podemos citar entre los mas importantes los
de ARMSTRONG, HoRTON, VAN SyLKE, CULLEN, TACHARUS quienes
se han ocupado de medir la actividad del fermentc, la influencia
que otras sustancias podian pcscer para disminuir su poder dias-
tasico (acidos débiles, alcalis, aminoacidos, anhidrido carbénico,
alcoholes, aldehidos, glucosa etc). llegando a comprobar que nin-
guna de estas sustancias tenia poder inhibitorio apreciable sobre
su poder enzimobtico.

El mejor trabajo que sobre la ureasa se ha realizado es el de
Naosuke ONODERA (4) del Departamento de Fisiologia de la Uni-
versidad de Londres, quien ha demostrado que la ureasa de la soja

Esta harina se utiliza desde hace algunos anos para fabricar un pan para los dia-
béticos, aplicacién que se deriva de la pequeisa cantidad de hidratos de carbono gque
contiene habiendo sido recomendada después de cuidadosas experiencias por LECERRF
Y DUJARDIN-BEAUMETZ. )

El contenido de materias amilaceas, segin estos autores,es rmuy inferior al pan
de gluten mAas bien preparado.

El andlisis del pan de soja segun varios autores, suministra 1a composicién ei-
guiente:

Humed8A ... oottt ittt s st ete e aae sttt A4 .87
SuStaANCIAs Proteichs ... .. .t i e 24.64
SuStancias Grasas ... .. ...t et i e i ia . 12.06
Sustancias hidrocarbonadas . ........... ... ... ..., 10.0Y
Sales MUINEr8les ... .. ... ii it i e e 3.13

En los Estados Unidos emplean 1a 8oja como forraje.

(Para ma4as detalles véase 18 Enciclopedia dt Chimica d¢ GUARESCHI, suplements
anual 1910-11—P4g. 303). .

(1) BENJAMIN —Joumal de Pharmacile et Chimte Pag. 412. Paris 1913 y pag. 259
Paris 1916.

(2) PaLE.—Journal of the Amertcun Chemical Soclety.—pag. 292. 1913.

(3) DoNAL and VAN SLYEE.—The Journal of the American Medical Assootation
Chicago 1912.

(4) NAOBUKE ONODERA.—TNAe Binchemical Journal—Diclembre 1915,
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(Soj bean) hay una coenzima. En efecto: ha comprobado 1o. que la
ureasa pierde su actividad por la dialisis, pero que la recupera por
la adicién de pequefia cantidad de ureasa fresca; 2°. Es muy pro-
bable que la coenzima esté constituida por dos grupos de compo-
‘nentes; uno dializable y otro no. El componente dializable experi-
menta un cambio irreversible durante la diilisis; 3°. La coenzima
consta de dos partes: fija y libre; 4°. El calor y la diélisis destruyen
la parte (coenzima) libre primero y la fija después. En la dltima
porcién de la fija se encuentra el precipitado producido por la dia-
lisls y es resistente a ésta y al calor; 59. Los efectos inhibitorios del
calor, acidos y alcalis, se ejercen cobre la coenzima y no sobre la
ureasa.

Aplicacién de la ureasa al dosaje de la urea—Solo en 1913,
MArsHALL (1) v después en 1914 PLIMMER y SKELTON emplearon
el polvo de la semilla de soja, es decir, la ureasa para dosar la drea
en la orina la sangre, etc.

El método ha tenido acogida, porque ademas de la simplici-
dad de las operaciones, ofrece, sobre el método gazométrico del
hipobromito de sodio, la ventaja de descomponer la totalidad de la
irea, sin actuar sobre los otros compuestos nitrogenados de la ort-
na, como lo han manifestado ultimamente WHiTE y WiLLiAMS (2).

La ureasa transforma, por hidrolisis, integramente la trea en
carbonato de amonlaco, de conformidad con la férmula siguiente:

NH* o~ ~~a _NH*
CO<NH’ + 2H'0O = CO <NL*
urea agua carbonato de amonio

Bastara después dosar el carbonato de amoniaco formado, pa-
ra obtener la cantidad de urea contenida en la orina, sangre o cual-
quier otro liquido organico, por una simple operacién de neutrali-
zacién por un acido de titulo conocido.

Material necesario.—4 frascos de Ehrlenmeyer de 200 c.c. de
capacidad.

1 bureta de 50 c.c.

1 pipeta de 5 c.c.

1 pipeta de 1 c.c.

! mortero de vidrio.

100 c.c. de metilorange en solucién hidroalcohélica.

B —_—

() MARSEALL.—Método de estimacién de la tirea en la orina.—.Journal of Bfe-
logleal Chemtstry —Nos. XIV, XV.—1943.
(2) WHiTRE and WILLIAMS.—The Pharmaceutical Journal.—1916.
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1000 c.c. de solucién n|10 de acido clorhidrico.

50 c.c. de toluol

Ureasa en polvo o en comprimidos (*).

Procedimiento para el dosaje de la urea en la orina.—Prescin-
do de las diversas modificaciones propuestas al primitivo proce-
dimiento original de MArRsHALL, paraindicar la técnica mas simple,
cuya exactitud he comprobado con los méas delicados métodos de
laboratorio.

La técnica que empleo es una ligera modificacién de la pre-
puesta por M. BArToN de Georgetown en su Manual of Vital Func-
tion Festing Methods and their Interpretation (1916).

Témese dos pomos de boca ancha de S0 cc. de capacidad; co-
l6quese en cada uno de ellos | cc. de orina siempre que la densidad
de ésta sea menor de 1010; en caso contrario se tomarad 1 cc. de
la orina diluida al 1|5; agréguese 10 cc. de agua y | cc. de toluol.
Rotilese Nos. 1 y 2. El No. | tipese y pbéngase 2 un lado. Al No. 2
agréguese 2 cc. de la solucién de ureasa (o una pastilla triturada en
2 cc. de agua) agitese y tapese como el No. | y déjese por lo menos
4 hora a la temperatura ambiente; mejor es dejarlos hasta el si-
guiente dia, 18 a 20 horas, para que la transformacién de la drea
en carbonato de amoniaco sea completa, sobre todo, si se opera en
los meses de invierno.

Se agrega 4 ambos pomos 1 y 2 una gota de la solucién de me-
tilorange y se deja caer cuidadosamente, en ambos, el Acido clorhi-
drico M|10 que se tiene en la bureta, hasta quetome una coloracién
rojiza indicadora de un ligero exceso de HCI, que neutralizard el
carbonato de amoniaco formado en el pomo No. 2, en el que se
agregb la ureasa, e indicard el amoniaco preformado en el No. I;
bastari restar la cifra obtenida en éste de la que ha suministrado
el dosage del carbonato de amoniaco, para conocer la cantidad de

GUrea habida en la orina.
El fenémeno se realiza conforme a la sigujente reaccién:

1 3 é
CO <« SS. 4 2H'O —_—II:]]S,> cot

y la dosificacién segun la siguiente:

NH*

Npe> CO'+ 2 HCl = 2 (NH% Cl + CO* + H'O

(*) Frascos de 25 grs. de Arlco-Ureasa.—The Artinglon Chemical Ce. Yonkers

New-York.
Urease Squibb Tablets —E. R. Squibb and Sons.—New Yeori.
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Como se vé en la primera faz de la reaccién todo el nitrégeno
de la tirea ha pasado a la molécula de carbonato de amonio, y en
la segunda una molécula de carbonato de amonio requiere dos mo-
léculas de HC1 (monovalente) para neutralizar a aquel convirtién-
dolo en cloruro de amonio, tomando el amonio y desprendiendo el
anhidrido carbénico.

De estas mismas f6rmulas se desprende el calculo para la esti-
macién de la trea.

CO. (NHY)' 4 2H*0 = CO"(NH%
irea 60 agua 36 carbonato de amoniaco 96.

1).

CO* (NH*)!' 4+ 2HC! = 2NH*C! + HY©O 4+ CcO*

2). 96 72

Luego para neutralizar 95 de carbonato de amonio (o sea 60
de trea) se requiere 72 de acido clorhidrico; el HC! engpleado es n|i0
luego esta cantidad (72 gramos) estard contenida en 20.000 cc.
de agua; por consiguiente 1|20.000 de 60 es igual a 0.003
(60 : 20,000=0.003).

En consecuencia cada centimetro cubico de solucién n|10 de
HC1 que neutralice la orina adicilonada de la ureasa , menos los
centimetros ctibicos gastados en la prueba en blanco (orina no adi-
cionada de ureasa) representara 0.003 gramos de trea.

Ejemplo.—Se ha tomado ! cc. de orina diluida al 1|5, en los
dos pomos o vasos, se agrega a cada uno 10cc. de agua afiadiendole
ademas a uno de ellos solamente 2 c.c. de solucién de ureasa; tras-
currido el tiempo requerido y después de agregar la gota de metlilo-
range se ha gastado en el primero 0. 5. cc. de HC1; en el segundo al
que se agregb ureasa, se ha gastado 2,3 cc.

2,3cc.—0,5¢cc.—1,8cc. que multiplicado por 15 (0.003 x S di-
lucién) da 27 gramos por litro.

Procedimiento para el dosage de la urea en la sangre.—Desde
la investigaciones de WipaL y JAvaL se ha llegado a considerar
indispensable el dosage de la Urea en la sangre, pues el complemen-
to indispensable para juzgar de la depuracién renal, en los diver-
sos estados patolégicos, seaprecia conociendo el grado de la reten-
cién de urea en la sangre o azoemia.

La cantidad de tirea que contienela sangre en estado normal,
en estado perfecto de la funcién renal, oscila entre 0.15 y 0,50 grm.
po: litro de suero sanguineo.



168 ANALSGS

Cuzando el rifién es insuficiente, la retencién de Grea en la san-
gre puede ascender hasta 1, 2, 3 gramos y aun mas.

Por consiguiente, este dosage, que la escuela francesa ha sabi-
do poner en relieve, tiene valor indiscutible en patologia; de aquf
el empefio de hacerlo accesible a todos los investigadores y la opor-
tunidad se ha presentado gracias a la intrcducci6n en la préctica
analitica, del dosage de la drea por la ureasa.

La técnica que se sigue es la siguiente:

Se exrae 5 cc. de sangre deunavena, queserecibe en un fras.-
quito o tubo qu= contiene 2 cc. de oxalato de sodio al 1 9%, se agre-
ga la ureasa, 1 cc. més 5 cc. agua, se deja en reposo toda la noche,
o solo media hora manteniendo la temperatura a 30 grados, y lue-
g0 se procede como para el dosage de la tirea en la orina, teniendo
en cuenta en el calculo final la cantidad de sangre tomada para
el dosage.

Puede estimarse con ventaja sobre el serum sangufneo, cuando
este no esta coloreado por la hemoglobina; y en el caso que estuvie-
ra se centrifuga durante 3 a S minutos y se obstendra un serum de
ligero tinte amarillento, sobre el cual se actuara, sin olvidar la can-
tidad de serum tomada.

Por todo lo dicho se deduce que este procedimiento es de fa-
cil ejecucién y de mayor exactitud que el dosage por los urebmetros
en los que ademads de las pérdidas hay que tener en cuenta que el
reactivo actiia sobre otros compuestos nitrogenados, que no son
la Grea; ademas tiene la ventaja que la transformacién de la trea
en carbonato de amoniaco es total. Por otra parte no son indispen-
sables aparatosfespeciales (urebmetros, etc) que solo pueden en-
contrarse en los Laboratorios quimicos bien equipados.

$$3$3 3
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