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RESUMEN: La evaluacién metabdlica del
paciente litiasico implica la determinacion
de inhibidores y promotores de la
litogénesis. Entre los Ultimos estan el

ion sulfato inorganico y el ion amonio.

El incremento en la excrecion urinaria

de sulfato contribuye a la formacién

de célculos calcicos, mientras que el
incremento en la excrecion urinaria de
amonio a la formacién de célculos de
estruvita y urato &cido de amonio. El
objetivo del trabajo fue modificar y validar
dos métodos analiticos tradicionales
para su cuantificaciéon. Para el primero

se modificd el método turbidimétrico de
Lundquist y para el segundo se utilizd

el método colorimétrico de Berthelot.

Los parametros de validacion fueron:
linealidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacion, sensibilidad, sensibilidad
analitica, efecto matriz, reproducibilidad

intermedia, precision, exactitud y error total.

Ambos métodos son rapidos, sencillos
y econdmicos. El amonio se adapta a
criterios de calidad clinicos y el sulfato a
criterios quimicos.

PALABRAS CLAVES: sulfato- amonio-
cuantificacion- orina

SUMMARY: Validation of two methods for the
determination of ammonium ion and inorganic
Sulphate as risk of nephrolithiasis in urine.

The metabolic evaluation of lithiasic patients
involves the determination of lithiasic
genesis inhibitors and promoters. Among
the latter, there are inorganic sulphate

and ammonium ions. An increase in the
urinary excretion of sulphate contributes

to the formation of calcium renal calculi.

In the case of ammonium, it promotes

the formation of ammonium struvite and
ammonium urate acid.
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The aim of this study was to modify and
validate traditional analytical methods

for their quantification. The turbidimetric
method of Lundquist was adjusted in order
to determine inorganic sulphate ion, and the
Berthelot colorimetric method was applied
to quantify the ammonium ion.

The validation parameters evaluated

were: linearity, limit of detection, limit of
quantification, sensitivity, analytical sensitivity,
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matrix effect, intermediate reproducibility,
precision, accuracy and total error.

Both methods are fast, simple and
inexpensive. The range of concentration
under study is consistent with the values
found in real samples. Moreover, stability
was checked and no matrix effect was
found. Ammonium fits clinical quality criteria
and sulphate, the chemical criteria.

KEY WORDS: sulphate- ammonium-
determination- urine

Introduccion

Los factores de riesgo responsables de la
formacion de célculos renales se dividen en:

factores metabdlicos: incluyen las con-
centraciones urinarias de calcio, oxalato,
acido Urico, citrato y pH;

factores dietarios: la escasa ingesta de
liquidos, el consumo excesivo de sal, car-
nes rojas, entre otros, contribuyen a incre-
mentar el riesgo de urolitiasis;

factores fisicoquimicos: representados
por la saturacién de la orina en diversas
sales que originan la matriz de los célcu-
los, entre otros, oxalato de calcio, brushita
(CaHPO,), urato acido de sodio, estruvita
(MgNH,PO,) y &cido drico (1, 2y 3).

La evaluacion metabdlica del paciente
litidsico implica la determinacion de inhi-
bidores y promotores de la litogénesis. Se
realizan en la orina y en la sangre, entre
otras, las siguientes determinaciones bio-
quimicas: acido Urico, sulfato, fosfato, amo-
nio, calcio, magnesio, citrato, oxalato, crea-
tinina, pH, sodio, potasio, cloruros. Esto
permite realizar un diagndstico de la mag-
nitud de sus alteraciones, asf como también
evaluar la funcién renal. Los programas
informéaticos que calculan el riesgo litogé-

nico urinario requieren de la cuantificacion
de estos analitos.

El incremento en la excrecion de sulfato
por via renal podria contribuir a la formacién
de célculos de CaSO, (muy poco frecuen-
tes), pero indirectamente también favorece
la formacion de otros calculos calcicos. Ele-
vados contenidos de sulfato urinario sugie-
ren dietas con una alta carga é&cida, que
ocasionan hipocitraturia  compensadora.
Al disminuir el citrato urinario, el calcio no
podréa unirse a este anién con el cual forma
sales solubles aumentando el riesgo de
litiasis célcica (4 y 5).

Por otro lado, el amonio forma parte de la
matriz de célculos como la estruvita y urato
acido de amonio. Los primeros se forman
cuando la orina esta sobresaturada de fos-
fato amoénico magnésico, para lo cual se
requieren altos niveles de amonio y ademas
orinas muy alcalinas. La urea se desdobla
en amoniaco y dioxido de carbono, a su
vez el amoniaco es hidrolizado produciendo
amonio e hidréxido lo que lleva a la combi-
nacion patolégica de una orina alcalina con
altas concentraciones de amonio, que, si
esta sobresaturada con respecto a fosfato
amoénico magnésico, contribuye a la rapida
formacién y crecimiento de célculos de



estruvita. Si bien la hiperuricosuria y el pH
urinario acido (pH=5) promueven la nuclea-
cién de cristales de acido Urico insoluble, es
necesario destacar que a pH por encima de
6 el acido Urico se encuentra disociado y la
presencia de otros cationes como el sodio
y mas aun el amonio disminuyen la solubi-
lidad del urato, propiciando la formacién de
calculos de urato acido de sodio y amonio.

Para la cuantificacion de sulfato inorgéa-
nico y amonio urinarios no se disponen de
equipos comerciales especificos, lo que
llevo a investigar en la bibliografia las meto-
dologias que se pudiesen aplicar.

En el presente trabajo se modificaron y
validaron dos métodos analiticos tradicio-
nales para la cuantificacion de sulfato inor-
ganico y de ion amonio en orina. Para el pri-
mero se utilizd el método publicado en 1980
por Lundquist, P. (6) en el que se modifico el
agente estabilizante. Para la cuantificacion
del ion amonio se utilizé parte de los reac-
tivos provistos en el kit comercial de deter-
minacion de urea basada en el método de
M. Berthelot (7 y 8). Ambos métodos fueron
validados segin normas IUPAC (9).

Materiales y métodos

Reactivos: Cloruro de bario dihidratado,
acido tricloroacético y acido clorhidrico con-
centrado marca Cicarelli, Argentina. Gela-
tina y Timol marca Merck, Alemania. Sulfato
de amonio marca Biopack, Argentina y kit
comercial “Uremia” coédigo 1810055, marca
Wiener, Argentina.

Soluciones de trabajo: Solucion patron de
(NH,),SO, (1000 mM) preparado a partir de
droga sdlida en agua miliQ.

Soluciéon de acido tricloroacético (TCA) al
8% m/v en agua miliQ.

Reactivo de gelatina+bario (RG): se
disolvid 1 g de gelatina 'y 0,1 g de timol en
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200 mL de agua miliQ a 60°C. Se agitd y se
filtrd. Se anadié 2,34 g de BaCl,.2H,0, y se
agito.

Reactivo A: fenol (concentracion final:
532 mM) y nitroferricianuro de sodio (con-
centracion final: 0,85 mM).

Reactivo B: hipoclorito de sodio (concen-
tracion final: 36,6 mM) e hidréxido de sodio
(concentracion final: 0,625 mM).

Muestras: Se tomaron muestras de orina
de pacientes sanos, con sedimentos urina-
rios normales. Se centrifugaron 10 mL de
cada una a 1500 rpm en tubos de centri-
fuga con tapa a rosca durante 5 minutos.

Determinacion de sulfato inorganico: con
los sobrenadantes se prepararon dos mez-
clas diferentes (rotuladas como: M1 y M2).
Se acidificaron con HCI hasta pH=2. Se
conservaron en tubos con tapa a rosca en
el freezer (-18° C).

Determinacion de ion amonio: con los
sobrenadantes se prepararon dos mezclas
diferentes (rotuladas como: M3 y M4). Se
conservaron en tubos con tapa a rosca en
el freezer (-18° C).

Para el estudio de precision, se fracciond
cada mezcla en volumenes pequenos, se
conservaron a -18° C, descongelando dia-
riamente uno y procesando durante 20 dias.

Equipos: Espectrofotémetro  marca
Metrolab, modelo: 1600 plus, balanza
OHAIUS, modelo: Pioneer™

Software: Planilla de calculo Excel y pro-
grama estadistico Statgraphic Plus 5.1.

Métodos:

lon sulfato inorganico: se utilizd el
método manual de Lundquist, P y col. modi-
ficado. Se agrega a la solucion de testigo o
muestra &cido tricloroacético. En caso de
observar precipitado en la muestra (debido
a la reaccioén de las proteinas en este acido),
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se centrifuga y se continda con el sobrena-
dante. Las condiciones acidas de la reaccion
permiten evitar la interferencia del fosfato.
Se agrega RG con lo cual el sulfato precipita
unido al bario, actuando la gelatina como
estabilizante de la suspension. Se agita con
vortex. Se incuba a temperatura ambiente 10
a 20 minutos y se lee la turbidez a 600 nm.

lon amonio: se hace reaccionar el ion
amonio con fenol e hipoclorito de sodio en
medio alcalino produciendo azul de indofe-
nol que se determina colorimétricamente a
540 nm.

Resultados y discusion

Cuando se modifica o adapta un método
analitico, su validacién es un paso funda-
mental para asegurar que los resultados
obtenidos sean confiables. Los parametros
de validacion en este trabajo fueron: linea-
lidad, limite de deteccion, limite de cuanti-
ficacion, sensibilidad, sensibilidad anali-
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tica, reproducibilidad intermedia, precision,
exactitud y error total.

Linealidad:

Para determinar el rango lineal de concen-
traciones para el ion sulfato inorganico, se
prepararon soluciones patron de (NH,),SO,
en un rango de concentraciones entre: 0,0
y 100 mM. Todas las soluciones se procesa-
ron segun el método descripto, por triplicado
y se midieron las respuestas instrumentales
(Turbidez). Con los datos obtenidos se cons-
truyé un gréfico de respuesta instrumental
versus concentracion (Figural.A).

En el caso del ion amonio se prepararon
soluciones patron de (NH,),SO, en un rango
de concentraciones entre 0,0 y 85,0 expre-
sados como mgN,.dL", todas procesadas
segun el método descripto, por triplicado.
Se registraron las absorbancias de estas
soluciones y con estos valores se construyd
la grafica absorbancia versus concentra-
cién (Figural.B).
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Figura 1. 1.A: Grafica de turbidez versus concentracion de ion sulfato inorganico (mM). 1.B Grafica
de absorbancia vs concentracion de ion amonio (mgN,.dL").

Estas curvas se estudiaron en primera
instancia visualmente y luego estadistica-
mente mediante un test ANOVA de la regre-
sién. Se encontré que el rango lineal para

el ion sulfato inorganico esta entre 0,0 y
50,0 mMy entre 0,0 y 50,0 mgN,.dL"para el
ion amonio, los estadisticos del ANOVA se
muestran en Tabla 1.
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Tabla 1. Falta de ajuste de la regresion (ANOVA)

Fuente Sumade cuadrados GL Cuadrado medio F_~ Fro P
lon Falta de ajuste 0,00051 4 0,00017
1,48 | 2,62 | 0,279
Sulfato Error puro 0,00114 12 0,00011
lon Falta de ajust 731 4 122
. alta de ajuste 0,0073 0,00 200 | 262 | 0125
Amonio Error puro 0,00974 | 12 0,00061

*FL = () (Sy)? Para que el modelo sea lineal debe cumplirse: F_ < FTab(mrz o)

Dado que el valor de p en la tabla ANOVA Al descartar los valores de concentracion
es mayor o igual a 0,10, en ambos casos, superiores a 50,0 mM para ion sulfato inor-
los modelos se ajustan mediante ecuacio- ganico y superiores a 50,0 mgN,.dL" para el
nes lineales en los rangos de concentraciéon ion amonio y aplicar regresion lineal nueva-
estudiados. mente en ambos casos, se obtuvieron los

siguientes parametros (Tabla 2):

Tabla 2. Parametros del Modelo Lineal

Analito Parametro Estimacion ~ SD R2 (%)  Sfit
lon sulfato denada (B 2
: e Or e.na a (B) 0,0 0,005 99.12 0,01
inorganico Pendiente (A) 0,01 0,001
lon Ordenada (B) 0,00 0,000
. . 99,85 | 0,005
Amonio Pendiente (A) 0,01 0,000
Los gréficos de estas curvas se muestran
en la Figura 2 (2.A curva de calibrado del
sulfato inorganico. 2.B curva de calibrado
del ion amonio).
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Ecuacion: T= 0,02 + 0,01 C, ... Ecuacidn: A=0,00+0,01C, ..o
Rango lineal: 0,0 a 50,0 mM Rango lineal: 0,0 a 50,0 m/dL

Figura 2. Grafico de las curvas de calibrado del ion sulfato inorgénico (2.A) y del ion amonio (2.B),
ecuaciones y rango lineal correspondientes.
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En los graficos de ambas curvas de cali-
brado se observa diferente dispersion en
los grupos de puntos. Por esta razén prime-
ramente se estudié la normalidad de cada
grupo de datos (valores de absorbancias y/o
turbidez para cada valor de concentracion)
tanto para la curva de sulfato como para la
del ion amonio. Se calcularon los coeficien-
tes de asimetria y curtosis estandarizados.
Todos los valores de estos coeficientes resul-
taron comprendidos en un rango entre 2y -2,
valores esperados para datos de distribucio-
nes normales. De esta manera se probo la
normalidad de los datos.

A continuacién se realizaron los siguien-
tes test para Contraste de Varianzas:

Para Sulfato:

Contraste C de Cochran:
valor-p = 0,0372581

Contraste de Bartlett: 2,88732 valor-p =
0,0587197

Test de Levene: 0,795183
0,567347

0,638079

valor-p =

El test de Levene, comprueba la hipoé-
tesis nula de que la desviacion tipica den-
tro de cada grupo de datos es la misma.
Dado que el menor de los p-valores es infe-
rior a 0,05, hay diferencia estadisticamente
significativa entre las desviaciones tipicas
para un nivel de confianza del 95,0%. Esto
infringe una de las asunciones importantes
que subyacen en el andlisis de la varianza
e invalidard los tests estadisticos estan-
dar. Por esta razdn se estudié grupo por
grupo, tomando como referencia la varianza
de los datos para la menor concentracion.
Se aplico: contrastes para el cociente de

17

varianzas de muestras normales. Se calculd
— 2 2 4.
F= 57/ Sy se planteo:

SiF_ a0 €8 Mayor que F . serechaza
la hipodtesis nula, en favor de la hipotesis
alternativa. En nuestro caso resulto que la
varianza del Ultimo grupo de datos (50 mM)
es diferente a las demés varianzas. Este
punto de la curva no debe considerarse al
momento de predecir las muestras.

Para el ion amonio se aplicaron las mis-
mas pruebas estadisticas para el contraste
de varianzas:

Contraste C de Cochran:
valor-p = 0,124107

Contraste de Bartlett: 2,0842 valor-p =
0,190374

Test de Levene: 0,862275
0,518684

0,603077

valor-p =

Los tres valores de p resultaron superio-
res a 0,05 por lo que no hay diferencia esta-
disticamente significativa entre las desvia-
ciones tipicas para un nivel de confianza del
95,0%. Todas estas pruebas se realizaron
aplicando el programa estadistico Statgra-
phic Plus 5.1 (10).

Cifras de mérito:

Se calcularon: Limite de deteccion (LOD),
Limite de cuantificacion (LOQ), Sensibilidad
(SEN) y Sensibilidad analitica (Y) segun
normas IUPAC (9), los resultados de ambos
métodos se muestran en Tabla 3.
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Tabla 3. Cifras de mérito de ambos métodos
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Métodos LOD LOQ SEN Y
lon sulfato 2,0mM 6,1 mM 0,01 mMm-! 9,0 MM
lon amonio 1,8 mg.dL? 5,4 mg.dL’ 0,01 dL.mg”® | 1,1 dL.mg"’

Efecto matriz

Se estudio el efecto matriz para compro-
bar que no existen sustancias en la muestra
(orina) que produzcan modificaciones en la
sefal analitica, se aplicé el método estadis-
tico de comparaciéon de pendientes entre
una curva de calibrado y una de adicién
estandar (11).

Para ion sulfato inorganico: se prepara-
ron: a) una curva de calibrado con solucién
patron de (NH,),SO, y b) una curva de adi-
cién estandar de (NH,),SO, con el agregado
de cantidades iguales del sobrenadante de
orina acidificada M1 a cada solucion. Las
concentraciones de los patrones fueron:
5,0; 10,0; 15,0; 20,0 y 25,0 mM.Todas las
soluciones se prepararon por triplicado. Las
curvas se graficaron juntas y se muestran
en la Figura 3.A.
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Linea cortada: curva de calibrado
Linea llena: curva de adicidn estindar

Para el ion amonio: también se prepard
una curva de calibrado y una de adicién
estandar, agregando cantidades iguales
del sobrenadante de orina M3 a cada solu-
cion. Las concentraciones de los patrones
fueron: 5,0; 10,0 y 20,0 mgN,.dL,. Todas
las soluciones se prepararon por triplicado.
Las curvas se muestran en la Figura 3.B.

Se aplicé un test estadistico F para com-
paracion de pendientes, obteniéndose los
siguientes valores: para ion sulfato inorgéa-
nico: F= 0,07 y p= 0,7884 y para ion amo-
nio inorganico: F= 0,01 y p= 0,9314. Dado
que en ambos casos el valor-p es mayor o
igual a 0,10, no hay diferencias estadisti-
camente significativas entre las pendientes
con un nivel de confianza del 90% o supe-
rior; lo que implica que no hay efecto matriz.
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Figura 3.B

Linea cortada: curva de calibrado
Linea llena: curva de adicién estdndar

Figura 3. 3.A Curvas de calibrado y adicién estandar para el ion sulfato inorgénico, 3.B Curvas de
calibrado y adicion estandar para el ion amonio inorganico.
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Reproducibilidad intermedia

Para el estudio de la reproducibilidad
intermedia se tomd una solucién testigo
de 10,0 mM de ion sulfato inorganico y otra
de 30,6 mgN,.dL'de ion amonio. El mismo
operador, en las mismas condiciones, pro-
cesd por triplicado cada 7 dias, durante
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cuatro semanas las mismas muestras.
Estas fueron conservadas en refrigeracion
tapadas herméticamente, vy, en el caso del
amonio, sin espacio de cabeza. Los resul-
tados de las predicciones se muestran en
Tabla 4.

Tabla 4: Resultados de las concetraciones predichas de una solucion testigo de 10,0 mM de ion
sulfato inorganico y otra de 30,6 mgN,.dL'de ion amonio, procesadas durante 4 semanas conse-

cutivas.
Semana1 Semana2 Semana3 Semana4
. - Concentracién predicha (mM)
lon sulfato inorgénico
L . 10,7 10,0 10,0 10,8
Solucién patrén de
10.0mM 11,9 10,5 10,4 9,9
om 11,9 1.2 10,4 10,1
. Concentracion predicha (mg.dL")
lon amonio
I . 358 33,6 37,3 34,9
Solucién patrén de
30.6 maN_dL* 34,0 34,6 35,5 35,6
0 MR- 34,9 34,5 34,7 343
Se planted en cada caso un test de com- Exactitud

paracion de medias para las diferentes
semanas, obteniéndose para los valores de
concentraciéon de ion sulfato inorganico un
valor de p= 0,0684 y para las concentracio-
nes de ion amonio un p= 0,2721. Puesto-
que el valor-p del test F, en ambos casos,es
superior o igual a 0,05, no hay diferen-
cia estadisticamente significativa entre las
medias a un 95,0% de confianza confir-
mandose la reproducibilidad intermedia en
ambos métodos.

Precision (SD, CV)

Se evalud6 mediante la medida de la
desviacion estandar (SD) y el coeficiente
de variacion (CV). Para ello, se predijo 10
veces la concentracion de ion sulfato inor-
génico y de ion amonio en M1, M2y M3, M4
respectivamente (Tabla 6).

Se utilizaron las mezclas de orina M1 y
M2 (sulfato inorganico), M3 y M4 (amonio)
realizando 10 determinaciones en cada
mezcla. Las mismas se remitieron a labo-
ratorios externos donde fueron procesa-
das por métodos comparativos (amonio:
reaccion enzimatica-UV, sulfato: turbidime-
tria). Las mezclas fueron conservadas en
las mismas condiciones que aquellas que
fueron derivadas (refrigeradas) y se proce-
saron en el mismo dia en ambos laborato-
rios (el de comparacion y el de evaluacion).

Luego de comprobar que los valores
obtenidos pertenecen a distribuciones nor-
males, se aplicd la prueba t de Student
tomando como pardmetros los valores
remitidos (u) por el laboratorio de referen-
cia. Para un nivel de confianza del 95% el
valordet .= 2262, los valores de t

critico

se presentan en la Tabla 5.

calculado
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En todos los casos el t . ..o <t POr 10
cual los resultados obtenidos para ambos

métodos son comparables.

Error Total (ET):

El error total de un procedimiento analitico
es la suma de un componente de error sis-
tematico (expresado por el sesgo o BIAS) y
otro aleatorio (expresado por la desviacion
estandar o coeficiente de variacion). (12)
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Tabla 5: Evaluacion la exactitud

Analito t t
lon Sulfato inorganico | M, 0,050 | M,0,243
lon Amonio M,0,000 | M,0,126

Se calculé el ET para un grado de con-
fianza del 95%, utilizando la Ecuacion 1.

ET (%)= BIAS (%) + 165 CV (%)
(Ecuacion 1)

En la Tabla 6 se muestran los resultados
de SD, CV, ET, BIAS obtenidos para ambos
analitos.

Tabla 6. Resultados de las muestras analizadas por el laboratorio de la UNL y el laboratorio externo,

y pardmetros de calidad: SD, CV, ET y BIAS.

lon sulfato inorganico

Muestra Laboratorio Media (mM) SD CV% BIAS% ET (%)

M1 FBCB 37,7 1,9 5,0 0,8 9,1
Externo 38,0 0,7 1,8

M2 FBCB 52,0 1,3 2,5 2 6,1
Externo 51,0 0,9 1,7

lon amonio

Muestra Laboratorio Media (mg.dL") SD CV% BIAS% ET (%)

M3 FBCB 20,0 2,0 10,0 0,0 16,5
Externo 20,0 0,5 2,5

Ma FBCB 54,7 3,0 55 2,2 11,3
Externo 53,5 0,8 1,4

Se considerd “criterio de aceptabilidad”
el valor de error total que se admite, sin
afectar o limitar el uso e interpretacion de
un resultado del andlisis clinico (13).Para la
determinacion de amonio en orina se tomd
como requerimiento de calidad de error
total permitido el basado en “Variacién Bio-
l6gica Nivel deseable” donde se establece
Bias= 9,2%, CV= 12,4%y ETp= 29,6%; se
encontrd que los ET obtenidos para ambos

niveles de concentraciéon de amonio son
aceptables para el requerimiento de calidad
clinico seleccionado.

Para sulfato en cambio, no se han publi-
cado criterios clinicos de calidad, pero al
ser el ET menor al 10% (para un intervalo de
confianza del 95%) también se puede con-
siderar aceptable desde el punto de vista
quimico (IUPAC).
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Conclusiones

Se pudieron validar los métodos propues-
tos. El rango de trabajo se adapta a las con-
centraciones de muestras reales. Las curvas
de adicidon muestran que la matriz orina no
produce interferencias y que es posible usar
sulfato de amonio en solucion acuosa como
patron. Ambos métodos se adaptan a crite-
rios de calidad clinicos para amonio y quimi-
cos (IUPAC) para sulfato inorgénico.

Los dos permiten la rapida, sencilla y
econdmica determinacion de sulfato y amo-
nio en muestras de orina. En el caso de ion
amonio inorganico, se demostroé que se
puede emplear un kit comercial y para el ion
sulfato inorganico, la modificacién introdu-
cida (agregado de reactivo de gelatina) per-
miti6 estabilizar la suspension de sulfato de
bario, mejorando la reproducibilidad de los
resultados.

Proyecto financiado por la Universidad
Nacional del Litoral, CAI4+-D 2011: “Aplica-
cién de la electroforesis capilar zonal (ECZ)
a la determinacién de marcadores bioqui-
micos de urolitiasis. Determinacion de valo-
res de referencia para la poblacion de Santa
Fe.” Cddigo de aprobaciéon: 501 201101
00332 LI .

Congresos: El presente trabajo fue par-
cialmente presentado en forma de poster
en el “lll Congreso Bioquimico del Litoral.
2015, titulos: “Determinacion de amonio en
orina. Validacion del método” y “Validacion
de un método turbidimétrico para la deter-
minacion de sulfato en orina”.
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