
Finalidade
Reação colorimétrica para determinação quantitativa de cálcio em amostras de soro, plasma e urina 
humanos. Somente para uso diagnóstico “in vitro”.

Princípio
O Arsenazo III foi modificado a fim de fornecer alta sensibilidade e um sistema de reagente estável. 
O cálcio reage com o Arsenazo III em um meio levemente alcalino para formar o complexo de cor 
púrpura. A intensidade de cor é proporcional à concentração do cálcio quando medido em 650 nm. 
Temos então a seguinte reação:

Cálcio + Arsenazo III   Complexo Cálcio Arsenazo

Metodologia 
Arsenazo III

Significado clínico
Fatores múltiplos, de natureza endócrina, renal, gastrointestinal e metabólica contribuem para pro-
porcionar uma regulação muito sensível do teor de cálcio no plasma e em outros líquidos corporais. 
Dependendo da atuação da vitamina D, a absorção intestinal do cálcio pode ser aumentada, no mes-
mo sentido o hormônio da paratireóide pode intervir nessa absorção. Este hormônio interfere ainda 
no nível da calcemia por reduzir a excreção renal do cálcio (aumento da reabsorção tubular) e pro-
vocar a reabsorção óssea, isto é, mobilização do cálcio a partir de seus depósitos nos ossos. Existe 
ao que parece, uma relação recíproca entre cálcio e fósforo. Todo aumento de fósforo no soro causa 
diminuição do cálcio por um mecanismo ainda não bem compreendido. O melhor exemplo desta si-
tuação é o aumento da fosfatemia na insuficiência renal, do que resulta hipocalcemia. O aumento 
do cálcio no soro pode ser observado no hiperparatireoidismo, intoxicação de vitamina D, mieloma 
múltiplo e algumas doenças neoplásicas de ossos. A diminuição do cálcio no soro pode ser observada 
em hipoparatireoidismo, deficiência de vitamina D e nefrite.

Reagentes
Reagente único pronto para uso. Conservar entre 2 - 25 °C. Contém: Arsenazo III 0,2 mM e solu-
ção tampão de imidazol 100 mM. Padrão (cód. 3008): Conservar entre 2 - 8ºC. Solução aquosa 
contendo concentração padrão de cálcio rastreável ao Material de Referência Padrão ERM DA250a 
e DA251a. Verifique a concentração do padrão no rótulo do frasco. Os reagentes não abertos são 
estáveis até a data de vencimento impressa no rótulo do produto e on board (em um compartimen-
to refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamente 20 dias. Durante o ma-
nuseio, os reagentes estão sujeitos a contaminação de natureza química e microbiana que podem 
provocar redução da estabilidade.

Precauções e cuidados requeridos
Este reagente deve ser usado somente para diagnóstico “in vitro”. Não pipetar com a boca. Evitar 
contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de água 
e procurar auxílio médico.  O reagente contém ázida sódica como conservante (0,05%). Este com-
ponente pode reagir com cobre e chumbo podendo tornar-se um metal explosivo. Ao descartá-lo, 
adicionar grande quantidade de água. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho 
bem como o tempo de reação para obtenção de resultados corretos. Não usar se houver dificulda-
de em conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco o que indica contaminação do 
reagente.

Material necessário não fornecido
1.	 Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37ºC e capaz de medir ab-

sorbância em 650 nm (600 - 660nm). 
2. Pipetas para medição de amostras e reagente.
3.	 Água destilada/deionizada.
4.	 Consumíveis do analisador quando usado.
5.	 Calibradores e soros controle.
6. Cronômetro.

Amostra
É recomendável a utilização de soro fresco livre de hemólise e plasma apenas obtido com heparina. É 
aconselhável que o soro seja separado do coágulo o mais rápido possível pois os glóbulos vermelhos 
podem absorver o cálcio. O cálcio no soro é estável por 7 dias se mantido entre 2-8°C. A amostra po-
derá ser conservada vedada à -20ºC por 5 meses. Urina: Colhe-se urina 24 horas, em frasco contendo 
HCl a 50%, 20 mL por litro de urina; manter a urina em local fresco durante a coleta. Deve ser diluída. É 
recomendada uma diluição de 1:2. Amostras de urina são estáveis por 7 dias a 4ºC. Todas as amostras 
e controles são considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseá-las seguin-
do as normas estabelecidas de Biossegurança.

Preparo do paciente 
É recomendado um jejum de 4 horas. Todavia, poderá ser modificado segundo orientação médica.

Interferências
Bilirrubina até 24,3 mg/dL, lipemia até 1020 mg/dL, medida como triglicérides e hemoglobina até 
300 mg/dL não interferem significativamente no resultado. Hemólise grave ou lipemia acentua-
da podem causar resultados elevados. Contaminação da vidraria com cálcio poderá afetar os re-
sultados dos testes. Vidros lavados com ácido ou tubos de ensaio de plástico são recomendados. 
Algumas drogas e substâncias afetam a concentração do Cálcio, sugerimos consultar Young et al.

Parâmetros do Sistema:

Temperatura 37ºC

Comprimento de Onda 650nm (600 - 660nm)

Tipo de Reação Ponto final

Direção Crescente

Relação Amostra/Reativo 1:50

Vol. Amostra 20 μL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubação 2 minutos

Calibração
Utilizar Quimicalib Ebram Cód.7023/12023 ou o padrão que acompanha o kit, para kits com padrão. 
A concentração de cálcio no Quimicalib é rastreável ao material de referência NIST 909c/NIST SR-
M956d e no padrão ao ERM DA250a e DA251a.

Procedimento Automatizado
Aplicação no sistema automatizado: vide manual para utilização do equipamento e instruções de uso 
do reagente. 
Aplicação no sistema semi-automático: proceder como demonstrado a seguir no procedimento 
manual até o item 2 (incubação), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo 
analítico específico baseado no item Parâmetros do Sistema

Procedimento Manual
1.	 Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo: 

Branco Padrão Amostra/S.C.

Água destilada 20μL - -

Padrão - 20μL -

Amostra / S.C. - - 20μL

Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

2.	 Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37ºC por 2 minutos.O nível de água no 
BM deve ser superior ao nível de reagente nos tubos de ensaio.

3.	 Zerar o aparelho com o branco do reagente a 650 nm ( 600 - 660nm), proceder as leituras 
registrando as absorbâncias do padrão, amostra e soro controle (S.C.). Nota: a cor final é es-
tável por 60 minutos. * Soros fortemente lipêmicos exigem um branco de amostra. Adicione 
0.02 mL(20 μL) de amostra a 1.0mL de solução salina, homogeneizar e ler a absorbância contra 
água. Subtraia este valor da absorbância do paciente para obter a leitura corrigida. 

Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotômetros que requerem volume mínimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influência no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10 μL aumentam a imprecisão da medição em aplicações manuais.

Cálculos
(Abs. = Absorbância) 
(Conc. = Concentração)

Cálcio Amostra (mg/dL) =
 Absorbância da amostra 		

  x concentração do padrão (mg/dL)
        Padrão (mg/dL)

Cálculo para Urina de 24 horas:
Urina =  Cálcio amostra  (mg/L) X fator diluição X Volume (L)

EXEMPLO:
Abs. da amostra = 0.81 
Abs. do padrão = 0.80
Conc. do padrão = 10 mg/dL 
Volume urinário 24 hs = 1,25L 
OBS : mg/L = mg/dl x 10

Cálcio Amostra = (0,81 / 0,80) x 10 = 10,1 mg/dl 
Cálcio Amostra = 10,1 mg/dl = 101 mg/L 

Cálcio na Urina = 101 x 2 x 1,25 
Cálcio na Urina = 253 mg/24hs

Linearidade
Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 15 mg/dL. Amostras com valo-
res superiores a 15 mg/dL devem ser diluídas com solução salina a ponto de ficarem entre 0,2 e 15 mg/
dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluição.

meio alcalino
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Controle de qualidade
Cada laboratório deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerância e ações corretivas. Deve-se manter também um sistema definido 
para se monitorar a variação analítica do sistema de medição. Aconselhamos o uso dos soros controle 
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cód. 7024/12024 e 7031/12031.
 
Valores esperados

Adultos 8,5 - 10,4 mg/dL

Recém nascidos 7,8 - 11,2 mg/dL

Urina 100 - 300 mg/24h

Estes valores são dados unicamente como título orientativo. É recomendado que cada laboratório 
estabeleça seu próprio intervalo de referência.

Estudos comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes 
resultados estatísticos:

Número de amostras 46

Intervalo dos resultados 5,1 - 13,0 mg/dL

Coeficiente de correlação 0,9927 

Inclinação 0,9835

Intercepta -0,02 (mg/dL)

Precisão
Estudos de precisão foram executados com dois níveis (normal e patológico) sendo que cada amostra 
fora processada por 10 vezes e os seguintes dados estatísticos foram encontrados:

N=40 Nível 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 10,34 12,16

D.P. (mg/dL) 0,11  0,13

C.V. (%) 1,1 1,1

Exatidão
As amostras foram processadas em duplicata por 10 dias consecutivos, duas vezes por dia. Os seguin-
tes dados estatísticos foram encontrados:

N=40 Nível 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 10,34 12,16

D.P. (mg/dL) 0,19  0,24

C.V. (%) 1,8 2,0

Sensibilidade metodológica
0,02 mg/dL

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatório e hospitalizados, 
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodológica adequada.

Observações
1.	 A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado são fatores fundamentais para estabi-

lidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos.
2.	 A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para 

preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade ≥1 mega ohm ou condutivida-
de ≤ 1 microsiemens e concentração de silicatos < 0,1 mg/L (água tipo II). Para o enxágue da 
vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade ≥ 0,1 megaohms ou condutividade ≤ 10 
microsiemens. No enxágue final utilizar água tipo II.

Apresentação
Linha Bioquímica Geral: 10 x 10mL + 1 x 1,0mL
Linha Bulk: 1 x 500mL  
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Purpose
Colorimetric reaction for the quantitative determination of calcium in human serum, plasma and uri-
ne samples. For "in vitro" diagnostic use only.

Principle
Arsenazo III has been modified to provide high sensitivity and a stable reagent system. Calcium reacts 
with Arsenazo III in a slightly alkaline medium to form the purple-colored complex. The color intensity 
is proportional to the calcium concentration when measured at 650 nm. We then have the following 
reaction:

Calcium + Arsenazo III  Calcium Arsenazo Complex

Methodology 
Arsenazo III

Clinical significance
Multiple factors of an endocrine, renal, gastrointestinal and metabolic nature contribute to providing 
a very sensitive regulation of the calcium content in plasma and other body fluids. Depending on the 
action of vitamin D, intestinal absorption of calcium can be increased, while parathyroid hormone can 
intervene in this absorption. This hormone also interferes with the level of calcemia by reducing the 
renal excretion of calcium (increasing tubular reabsorption) and causing bone reabsorption, i.e. the 
mobilization of calcium from its deposits in the bones. It seems that there is a reciprocal relationship 
between calcium and phosphorus. Any increase in phosphorus in the serum causes a decrease in 
calcium by a mechanism that is not yet well understood. The best example of this is the increase in 
phosphatemia in renal failure, which results in hypocalcemia. Increased serum calcium can be seen in 
hyperparathyroidism, vitamin D intoxication, multiple myeloma and some neoplastic bone diseases. 
A decrease in serum calcium can be seen in hypoparathyroidism, vitamin D deficiency and nephritis.

Reagents
Single reagent ready for use. Store at 2 - 25 °C. Contains: 0.2 mM Arsenazo III and 100 mM imidazole 
buffer solution. Standard (code 3008): Store at 2 - 8 °C. Aqueous solution containing calcium stan-
dard concentration traceable to ERM Standard Reference Material DA250a and DA251a. Check the 
concentration of the standard on the vial label. Unopened reagents are stable until the expiration 
date printed on the product label and on board (in a refrigerated compartment of the analyzer) 
have a stability of approximately 20 days. During handling, the reagents are subject to chemical and 
microbial contamination which can lead to a reduction in stability.

Precautions and precautions required
This reagent should only be used for in vitro diagnostics. Do not pipette by mouth. Avoid contact with 
skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical attention.  
The reagent contains sodium azide as a preservative (0.05%). This component can react with copper 
and lead and can become an explosive metal. When disposing of it, add a large quantity of water. The 
temperature of the working environment and the reaction time must be monitored in order to obtain 
correct results. Do not use if it is difficult to achieve the values established for the fresh control serum, 
which indicates contamination of the reagent.

Material required not supplied
1.	 Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37ºC and capable of mea-

suring absorbance at 650 nm (600 - 660nm). 
2.	 Pipettes for measuring samples and reagents.
3.	 Distilled/deionized water.
4.	 Analyzer consumables when used.
5.	 Calibrators and control sera.
6.	 Stopwatch.

Sample
It is recommended to use fresh serum free of hemolysis and plasma only obtained with heparin. It is 
advisable to separate the serum from the clot as soon as possible because red blood cells can ab-
sorb calcium. Calcium in serum is stable for 7 days if kept at 2-8°C. The sample can be stored sealed 
at -20°C for 5 months. Urine: 24-hour urine is collected in a bottle containing 50% HCl, 20 mL per 
liter of urine; keep the urine in a cool place during collection. It should be diluted. A dilution of 1:2 is 
recommended. Urine samples are stable for 7 days at 4ºC. All samples and controls are considered 
potentially infectious, so we suggest handling them following the established Biosafety standards.

Patient preparation 
A 4-hour fast is recommended. However, this may be modified according to medical advice.

Interferences
Bilirubin up to 24.3 mg/dL, lipemia up to 1020 mg/dL, measured as triglycerides and hemoglobin 
up to 300 mg/dL do not significantly interfere with the result. Severe hemolysis or marked lipemia 
can cause elevated results. Contamination of glassware with calcium can affect test results. Acid-
-washed glassware or plastic test tubes are recommended. Some drugs and substances affect the 
Calcium concentration, we suggest consulting Young et al.

System Parameters:

Temperature 37ºC

Wavelength 650nm (600 - 660nm)

Reaction Type Endpoint

Direction Increasing

Sample/Reagent Ratio 1:50

Vol. Sample 20 μL

Vol. Reagent 1.0 mL

Incubation time 2 minutes

Calibration
Use Quimicalib Ebram Code 7023/12023 or the standard that comes with the kit, for kits with a stan-
dard. The calcium concentration in Quimicalib is traceable to the reference material NIST 909c/
NIST SRM956d and in the standard to ERM DA250a and DA251a.

Automated Procedure
Application in the automated system: see the manual for using the equipment and instructions for 
using the reagent. 
Application in the semi-automatic system: proceed as shown below in the manual procedure up to 
item 2 (incubation), then use the equipment for reading, following the specific analytical protocol ba-
sed on the System Parameters item
 
Manual Procedure
1.	 Separate 3 test tubes and carry out the procedures below: 

Blank Standard Sample/S.C.

Distilled water 20μL - -

Standard - 20μL -

Sample / S.C. - - 20μL

Reagent 1.0mL 1.0mL 1.0mL

2.	 Homogenize the tubes and leave them in a water bath (WB) at 37ºC for 2 minutes. The water 
level in the WB must be higher than the reagent level in the test tubes.

3.	 Zero the device with the reagent blank at 650 nm (600 - 660nm), take the readings and record 
the absorbance of the standard, sample and control serum (SC). Note: the final color is stable 
for 60 minutes. * Strongly lipemic sera require a sample blank. Add 0.02 mL (20 μL) of sample 
to 1.0mL of saline solution, homogenize and read the absorbance against water. Subtract this 
value from the patient's absorbance to obtain the corrected reading. 

Note: This procedure is suggested for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0 
mL and can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. Please note 
that sample volumes smaller than 10 μL increase measurement inaccuracy in manual applications.

Calculations
(Abs. = Absorbance) 
(Conc. = Concentration) = Concentration)

Sample Calcium (mg/dL) =
	 Sample Absorbance 		
                         x Standard Concentration (mg/dL)
	 Standard (mg/dL)

Calculation for 24-hour Urine:
Urine = Sample Calcium (mg/L) X Dilution Factor X Volume (L)

EXAMPLE:
Sample Abs. of sample = 0.81 
Abs. of standard = 0.80
Conc. of standard = 10 mg/dL 
24-hour urine volume = 1.25L 
OBS : mg/L = mg/dl x 10
 
Calcium Sample = (0.81 / 0.80) x 10 = 10.1 mg/dl 
Calcium Sample = 10.1 mg/dl = 101 mg/L 

Calcium in Urine = 101 x 2 x 1.25 
Calcium in Urine = 253 mg/24hs

Linearity
When performed as recommended, the test is linear up to 15 mg/dL. Samples with values higher than 
15 mg/dL should be diluted with saline solution to between 0.2 and 15 mg/dL and the results multi-
plied by the dilution factor.

alkaline environment
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Quality control
Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, 
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical 
variation of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of Qui-
micontrol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control sera cod. 7024/12024 and 7031/12031.
 
Expected values

Adults 8.5 - 10.4 mg/dL

Newborns 7.8 - 11.2 mg/dL

Urine 100 - 300 mg/24h

These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own 
reference range.

Comparative studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following sta-
tistical results:

Number of samples 46

Range of results 5,1 - 13.0 mg/dL

Correlation coefficient 0.9927 

Slope 0.9835

Intercept -0.02 (mg/dL)

Precision
Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample pro-
cessed 10 times and the following statistical data were found:

N=40 Level 1 Level 2

Mean (mg/dL) 10.34 12.16

D.P. (mg/dL) 0.11  0.13

C.V. (%) 1.1 1.1

Accuracy
The samples were processed in duplicate for 10 consecutive days, twice a day. The following statis-
tical data was found:

N=40 Level 1 Level 2

Average (mg/dL) 10.34 12.16

D.P. (mg/dL) 0.19  0.24

C.V. (%) 1.8 2.0

Methodological sensitivity
0.02 mg/dL

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred 
that the method has adequate methodological specificity.

Observations
1.	 Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for the stability of the 

reagents and obtaining correct results.
2.	 The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus, 

to prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity ≥1 mega ohm or con-
ductivity ≤ 1 microsiemens and silicate concentration < 0.1 mg/L (type II water). For rinsing the 
glassware, the water can be type III, with resistivity ≥ 0.1 megaohms or conductivity ≤ 10 micro-
siemens. Use type II water for the final rinse.

Presentation
General Biochemistry Line: 10 x 10mL + 1 x 1.0mL
Bulk Line: 1 x 500mL 
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