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Resumen

Se prepararon los reactivos para la determinacion de amonio plasmético. La resina empleada es una
resina cationica fuertemente acida (amberlita 252 de la casa Rohm and Haas) y como reaccion de color
se empled la reaccién de Berthelot.

Se correlacionaron los valores obtenidos con los reactivos preparados en nuestro laboratorio y los de
una casa comercial obteniéndose una correlacion de 0,93, con una recuperacion de 97, 104, 76 por
ciento para valores bajos, intermedios y altos respectivamente y cumpliéndose la ley de Beer y Lambert
en nuestras condiciones de trabajo hasta 400 microgramas por cien mililitros. [Rev. Cost. Cienc. Méd.
1983; 4(Sup. 1): 9 -16].

Introduccién

La mayoria de los métodos usados en la determinacion de amonio plasmatico se realizan mediante el
siguiente procedimiento:

a) Separacion del amonio de otros constituyentes plasméticos.

b) Cuantificacién del amonio separado previamente (7).

El procedimiento para la separacion del amonio del plasma habia sido controvertido, hasta la aparicién
de las resinas de intercambio iénico, ya que el uso de estas no requiere que el plasma sea alcalinizado,
evitandose asi, en parte, el incremento de amonio por desaminacién de las proteinas (1, 5).

Para la cuantificacion del amonio se han usado métodos tales como la reaccion de Nessler (9), la
reaccion de la ninhidrina (8), microtitulacion (4),y la reaccion de Berthelot (3, 7).
Se escogio la reaccion de Berthelot porque presenta las siguientes ventajas:
a) buena reproducibilidad y sensibilidad; y
b) la formacion de un complejo coloreado final estable (3, 7).

Conscientes de la crisis econdémica por la que atraviesa Costa Rica actualmente, y contando a la vez
con los medios adecuados para la fabricacion de los reactivos necesarios para la determinacion de
amonio plasmatico a un costo mucho menor y con la misma calidad técnica que los importados, nos
dimos a la tarea de producirlos en nuestro laboratorio, mediante el procedimiento que describiremos.

* Presentado en el IV Congreso de Microbiologia, Parasitologia y Patologia Clinica, San José, Costa Rica, 28 Nov, — 1° Dic.
1982.
** |aboratorio Clinico Dr. Clodomiro Picado T., Hospital San Juan de Dios, CCSS.



Material y Métodos
En la preparacién de todos los reactivos es indispensable el uso de agua libre de amonio.

a) Preparacion de la resina de intercambio i6nico (7).

1. Tomar un volumen de la resina comercial Amberlita 252 (Rohm and Haas Comp. Philadelphia) y
agregar dos volimenes de cloruro de sodio al 9 por ciento. Agitar fuertemente durante cinco
minutos. Dejar sedimentar la resina dos minutos.

Decantar el sobrenadante.

3. Agregar a la resina dos volimenes de agua libre de amonio y agitar fuertemente durante dos
minutos. Decantar el sobrenadante y repetir este paso tres veces.

4. Luego de decantar el sobrenadante se agregan dos volimenes de un amortiguador de fosfatos
0,2 M, pH 7,4, agitar fuertemente y decantar el sobrenadante. Repetir este paso hasta que el pH
del sobrenadante sea 7,4. Guardar la resina en la solucion amortiguadora a 4°C.

Esta resina es reusable y para regenerarla debe aplicarse el procedimiento anteriormente descrito.

N

b) El reactivo de alcali-hipoclorito usado en la reaccion se prepara agregando 0,21 g de hipoclorito de
sodio, 2,5 g de hidroxido de sodio y agua c.s.p. 100 ml. En caso de no contar con hipoclorito de
sodio puro, se puede usar 5,0 ml de un blanqueador comercial que contenga hipoclorito de

sodio al cinco  por ciento (p/v). Esta soluciéon es estable dos meses en botella @mbar a 4°C (6).

c) El reactivo del fenol se prepara agregando 50 g de fenol grado analitico y 0,25 g de nitroprusiato
sodico y agua c.s.p. un litro. Esta solucidn es estable dos meses en botella ambar a 4°C (6).

d) Patron de amonio de 15 mg/100 ml (solucién de reserva). Disolver 70,7 mg de sulfato de amonio en
agua en c.s.p. 100 ml.

e) Patrén de amonio de 150 microgramos/ 100 ml: tomar 0,1 ml del patrén de amonio de 15 mg/100 ml,
agregar 0,3 ml de cloruro de sodio 4N y aforar con agua hasta 10 ml.

f) Muestra: la sangre se obtiene usando heparina como anticoagulante. Debe ser transportada al
laboratorio en un bafio con hielo y analizada en los 30 minutos siguientes a la obtencion de la muestra.

g) Procedimiento para determinar amonio en plasma (2):
1. En tres tubos conicos de 15 ml rotulados como:
i. Muestra: 1 ml de plasma y 2 ml de agua.
ii. Patron: 1 ml de patrén de 150 mcg/100 ml de amonio y 2 ml de agua.
iii. Blanco: 3 ml de agua.

2. Con una pipeta de 5 ml con la punta quebrada agregar a todos los tubos 0,2 ml de resina (4 gotas),
taparlos con papel parafinado y ponerlos en un agitador horizontal durante cinco minutos.
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3. Decantar el plasma sobrenadante con el cuidado de no eliminar la resina. Lavar la resina tres
veces con 10 ml de agua libre de amonio.

4. Agregar a cada tubo 1,0 ml de cloruro de sodio 4N y 1,0 ml de reactivo de fenol.

Agitar y dejar en reposo durante tres minutos.

Agregar 1,0 ml del reactivo alcali-hipoclorito.

Poner en bafio a 37°C durante 15 minutos.

Sacar del bafio y agregar 3,0 ml de agua.

Decantar el sobrenadante en una cubeta de 18 x 150 mm y leer contra blanco a 630 nm.

La absorbancia del blanco de reactivos leido contra agua no debe exceder de 0,14 de absorbancia.
En caso de que exceda esta absorbancia deben revisarse todos los reactivos.

O Nowu

h) Curva de calibracion:

Para establecer la curva de calibracién recomendamos determinar los siguientes puntos 75, 150,
300y 400 pg/100 ml.

La concentracion de amonio de la muestra se calcula a partir de la siguiente expresion siempre y
cuando cumpla con la ley de Beer y Lawbert.

Absorbancia de la muestra
Amonio (ug/100 ml) = X Concentracion del patrén.
Absorbancia del patrén

Puede también obtenerse a partir de la curva de calibracion.

Resultados y Discusion

El espectro de absorcion del producto de reaccion final leida contra agua muestra una zona de mayor
absorbancia entre 620 y 640 manometros con un pico de maxima absorbancia en 630 mandmetros (Fig.
1).

El color de la reaccién final se estabiliz6 a partir de los diez minutos de incubacién a 37°C y este color
final mantiene una estabilidad durante 18 horas (Fig. 2).

La ley de Beer y Lambert se cumple en las condiciones de trabajo de nuestro laboratorio hasta un
maximo de 400 ug/dl, y a partir de esta concentracion debe diluirse la muestra (Fig. 3).

Los resultados de la prueba de recuperacion indican que el método tiene una exactitud de 97, 104 y
76 por ciento para los valores bajos, medios y altos respectivamente (Cuadro 1).

La prueba de correlacion realizada comprendié el analisis de 32 muestras de plasma obtenidos de
pacientes internados en el Hospital San Juan de Dios, comparacién realizada con reactivos de la casa
Hyland (2) y los preparados por nosotros obteniéndose una correlacion de 0.93 (Fig. 4).

Este estudio realizado en la preparacion de los reactivos usados en la determinacién de amonio
plasmatico nos indica que es un procedimiento adaptable a cualquier laboratorio del pais por lo sencillo
de su procedimiento, ademas de su bajo costo. La resina de intercambio i6nico es regenerable y
reusable por lo menos 15 veces, poniéndose en juego con este procedimiento los mecanismos de ahorro
y reutilizacion de reactivos emprendidos en la institucion.
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La correlacion obtenida entre los reactivos comerciales y los preparados en nuestro laboratorio
demuestran su exactitud y sensibilidad, razones que nos permiten recomendar su preparacion.

FIGURA 1

ESPECTRO DE ABSORCION EN LA DETERMINACION DE
AMONIO PLASMATICO
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FIGURA 2

CURVA DE DESARROLLO DE COLOR CONTRA TIEMPO EN LA
DETERMINACION DE AMONIO PLASMATICO
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ABSTRACT

We describe the methodology employed to prepare the necessary chemical
reagents for the laboratory determination of plasmatic ammonium. We used a
strongly acid cathionic resin (Amberlite 252, Rohm and Haas), and the Berthelot
reaction for color development.

A comparisson was established between results obtained with commercial
reagents and those prepared in this laboratory. A correlation of 0,93 was
established with recuperation values of 97, 104 and 76 percent for low, middle
and high concentrations. Beer Lambert’s Law was constant up to 400 micrograms
per hundred mililiters.
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CUADRO 1

PRUEBA DE RECUPERACION EN LA DETERMINACION DE

AMONIO PLASMATICO (ug/dl}

Yalor Vator
Muestra esperado observade Recuperacion
Suero 72
Suero + 75 ug/dl 147 143 97%
Suero + 150 ug/dl 222 22 104%
Suero + 300 ug/dl 372 e 76%

Promedio de va

tores obtenidos por triplicado.

FiGURA 3

GRAFICO DE LINEALIDAD EN LA DETERMINACION DE
AMONIO PLASMATICG
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FIGURA 4

DIAGRAMA DE CORRELACION DE DETERMINACIONES DE
AMONIO USANDO REACTIVQ COMERCIAL Y EL PREPARADO EN EL

HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS
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