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INTRODUCTION
La créatine est un important produit azoté non protéique des muscles. Son anhydride, la créatinine, est, après l’urée, le produit azoté le plus abondant de l’urine humaine. Depuis un siècle, l’étude de ces deux corps a donné lieu à de nombreux travaux.
C’est en 1832 que Chevreul (1) isole d’un extrait de viande une substance cristallisée nouvelle qu’il nomme « créatine » pour rappeler son origine (du grec xçeaç, viande). En 1844, Heïntz et Pettenkoffer (2) séparent de l’urine plusieurs corps cristallisés que Liebig (3) identifie à la créatine en 1847. Il montre que par perte d’une molécule d’eau, ce corps donne la « créatinine » et il indique les formules brutes exactes de ces deux produits. À sa suite, de nombreux chimistes étudient les corps créatiniques et tentent d’élucider leurs constitutions. C’est à Erlenmeyer (4) que revient le mérite d’avoir donné les formules développées qui sont en usage aujourd’hui.
Par la suite, de nombreuses recherches ont été effectuées sur ces composés, et ont permis de préciser le rôle biologique des corps créatiniques. En 1927, Fiske et Subarow (5) d’une part, P. et G. Eggleton (6) d’autre part, font la magnifique découverte de l’acide créatine-phosphorique, le phosphagène, montrant ainsi le rôle capital de la créatine.
Aujourd’hui, les notions de seuil urinaire et de coefficient d'épuration sanguine ou Clearance de Van Slyke, ont pris une place importante dans l’étude de la fonction rénale. Or, la créatinine est
(1) Chevreul. — Journ. Chim. méd., p. 548 (1832).
(2) Pettenkoffer (M.). — Ann. Chem. Pharm,. t. 52, p. 97 (1844). (3) Liebig (J.). — Pharm. Central Blatt, p. 785, N° 50 (1847). (4) Erlenmeyer (E.). — Ann. Chem. Pharm., t. 146, p. 259 (1868). (5) Fiske (C.) et Subarow (Y.). — Science, t. 67, p. 169 (1928). (6) Eggleton (P.) et (G.P.). — Biochem. J., t. 21, p. 190 (1927).
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le type des substances sans seuil. Il y a donc intérêt à connaître le comportement du rein vis-à-vis de la créatinine, par des déterminations quantitatives dans les liquides biologiques.
La créatinine provient du métabolisme endogène. D’après le Professeur Terroine, la créatinurie serait l’indice de l’intensité du catabolisme musculaire. On constate, en effet, une élimination accrue de la créatine dans l’urine après un exercice musculaire.
La quantité de créatine trouvée dans l’urine est faible. Normalement, cette quantité représente celle qui est apportée préformée par l'alimentation. Cependant, on constate une augmentation de la créatine dans l’urine, créatinurie, chez les enfants surtout de sexe féminin. Cette élimination de créatine semble en relation avec la formation et l’évolution sexuelles. Elle augmente au moment des règles et durant la grossesse. On peut constater également une créatinurie accentuée dans le cas de diabète et de jeune glucidique accompagnant l’acétonurie et également dans les atrophies museulaires. Normalement, on trouve une élimination de créatine de l’ordre de 1 g. à 2 g. par 24 heures.
Le dosage des corps créatiniques est assez complexe. Primitivement, il était effectué suivant la méthode de Neubauer (1) par pesée de la combinaison créatinine-chlorure de zinc. Ce procédé n’était pas quantitatif. En 1904, Folin adapte la réaction de Jaffé au dosage de la créatinine et, depuis lors, on à proposé de nombreuses techniques et modifications. C’est dire que le procédé a été l’objet d’une sévère critique. Mais les résultats obtenus sont parfois discordants ; en particulier lorsqu'il s’agit de la créatine. On sait, en effet, que l’on dose la créatine après l’avoir transformée en créatinine par déshydratation ; on obtient ainsi la « créatinine totale ». La différence entre créatinine totale et créatinine préformée constitue la créatine exprimée en créatinine.
La nécessité de déshydrater la créatine rend son dosage long et difficilement accessible au laboratoire courant. Nous nous sommes proposé, sous la direction de notre Maître, Monsieur le Professeur Cordier, d’envisager l’étude du dosage de la créatine.
Notre travail a été effectué, en premier lieu, sur des solutions pures, puis sur l’urine. Avant d’aborder le dosage de la créatine, il a été nécessaire d'envisager l'étude systématique des conditions
(1) Neubauer (C.). — Z. anal. Chem. t. 2, p. 22 (1863).
Se
d’emploi de la réaction de Jaffé pour la détermination quantitative
de la créatinine.
Nous adopterons dans notre exposé le plan suivant :
CONCLUSIONS
Me
Avant d’entrer dans l’exposé de nos recherches, nous adressons l’expression de notre reconnaissance à notre Maître, MONSIEUR LE PRoFEssEurR CORDIER, qui nous a inspiré le sujet de cette thèse et qui nous a guidé et prodigué ses conseils au cours de notre travail dans son laboratoire.
Nous tenons également à exprimer notre gratitude à MESSIEURS LES PROFESSEURS LAPP et DUQUENOIS qui ont bien voulu accepter de faire partie de notre jury de thèse.
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ETUDE DU DOSAGE DE LA CREATININE
I. — LES PRODUITS FOURNIS PAR LE COMMERCE ET UTILISES POUR LES RECHERCHES
Les deux premières parties des recherches ont porté sur des solutions de créatinine et de créatine pure. Leur comportement a été étudié et elles ont été utilisées comme solutions de référence. IL était donc nécessaire de vérifier les caractères des produits fournis par le commerce. Nous rappellerons brièvement les principales propriétés de la créatine et de la créatinine avant d’entrer dans l’exposé des essais effectués.
La créatine
Propriétés physiques. — La créatine cristallise avec une molécule d’eau (12,08 % de son poids) en cristaux monocliniques, prismatiques, incolores. Ces eristaux perdent leur eau de cristallisation à 100°, Ils se décomposent sans fusion à 221°.
La créatine est peu soluble dans l’eau froide 1,35 %. Elle est très soluble dans l’eau bouillante d’où elle se dépose en aiguilles par refroidissement.
Elle est insoluble dans l’éther et très peu soluble dans l’alcool absolu (1,06 %). Deux auteurs ont étudié la Inminescence que peut fournir la créatinine dans certaines conditions. (Reif (1) et Kayser (2) ont montré que la créatine pure ne présente qu’une luminescence minime, alors que les eristaux de créatinine sont très luminescents.
(1) Reif (G.). — Z. Unters. Lebensmitt., t. 58, p. 28 (1929). (2) Kayser (F.). — Actu. scient. et ind., t. 178, p. 7, 8 (1934).
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Propriétés chimiques. — La formule brute de la créatine donnée par Liebig est Ca1HoN:02. C’est Erlenmeyer qui a donné sa formule développée.
NH:
NN — CH: — COOH | CH
Sa formule montre que c’est un dérivé de la guanidine. C’est l'acide méthyl-guanidine-acétique. Sa structure la rapproche d’une autre guanidine naturelle : l’arginine.
ESSAIS EFFECTUÉS 1. — Dessication à l’étuve.
Une prise d’essai de 0 g. 10, effectuée à la balance de précision, est mise à l’étuve à 100°, jusqu’à poids constant. Après refroidissement dans un dessicateur, on constate une perte de poids égale à 0 g. 0118 correspondant sensiblement à la perte d’une molécule d’eau.
Dosage de l’azote
Ce dosage a été effectué pour nous fixer plus sûrement sur la constitution de la créatine utilisée. Nous avons pratiqué la méthode de Kjeldahl (1). Le catalyseur utilisé est le sulfate de potassium (2) qui facilite la réaction en élevant la température d’ébullition de l’acide sulfurique. La substance à analyser, environ 0 g.10, est traitée par SO1H> (5 cc.) + SOiK> (3 g.). Après minéralisation, on l’introduit dans un ballon jaugé de 50 ec. et on complète après lavage du Kjeldahl avec de l’eau distillée bouillie de façon à ce que l’on puisse faire cinq dosages avec une prise d’essai de 10 ce. chacun. On utilise ensuite l’appareil distillatoire de Pregl et le dosage s'effectue par retour avec des liqueurs de NaOH N/70 et SO:H: N/70. 1 cc. de SO4H2 N/70 correspondant à 0,2 milligramme d’azote. (Indicateur rouge de méthyle.)
(1) Kjeldahl. — Z. Anal. Chem., t. 22, p. 366 (1883). (2) Günning. — Z. Anal. Chem.,'t. 28; p: 188 (1889).
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RÉSULTATS HE PE TR PP REP PRE 0 g.12 Azote héorique (produit anhyddre) ............-.... 0 g. 0384 AZOLS CLONE sen eo sent Se TR IS Dee à 0 g.0333 Azote théorique correspondant à une molécule d’eau ... 0 g.0338 3, — Plusieurs essais ont démontré l’absence de créatinine.
Nous avons conclu qu'il s'agissait de créatine hydratée à 1 molécule d’eau.
La créatinine
Propriétés physiques. — La créatinine est une substance blanche qui cristallise en cristaux monocliniques. S'ils sont obtenus par évaporation spontanée de solutions froides, ils se présentent sous forme de tables efflorescentes retenant 2 molécules d’eau de ceristallisation. En général, on les prépare par évaporation de solutions chaudes. Ils sont alors anhydres et de forme prismatique rectangulaire ou carrée.
Le commerce la livre fréquemment à l’état de chlorhydrate (24,7 % d’HC1).
Elle est soluble dans l’eau froide (8,7 %).
Elle est très soluble dans l’eau bouillante, peu soluble dans l’alcool froid (0,98 %). Beaucoup plus soluble dans l’alcool bouillant. Presqu'’insoluble dans l’éther.
Dans certaines conditions, elle présente une luminescence (Reiïf et Kayser).
Propriétés chimiques. — La formule brute de la créatinine est CAH>N:0. Elle a été indiquée par Lüiebig. Sa formule développée a été donnée par Erlenmeyer.
H NX — co
HN = C | Ne Ce CH,
C'est l’anhydride de la créatine. Cette formule l’apparente aux corps à noyau Imidazol tels que les Bases puriques.
AMOR EssAIS EFFECTUÉS
Dessication à l’étuve
Une prise d'essai de 0 g. 10 est mise à l’étuve à 100°, pendant deux heures. On ne constate aucune perte de poids.
2, — Dosage de l’azote.
Dans les conditions indiquées ci-dessus pour le dosage de l’azote
de la créatine, on effectue un dosage d’azote par la méthode de Kjeldahl.
RÉSULTATS Prise d'est 0 g.10 Azote théorique .... 0 g.0371 Azote-Lrouvé Eee 0 g. 0370
Nous disposions done de créatinine pure.
Réaction au chlorure ferrique de Hunter
Une solution de créatinine traitée par une solution de chlorure ferrique légèrement jaune, se colore en rouge sombre qui fonce si l’on chauffe le mélange.
(1) Weyl (T.). — Ber. d. dtsch. chem. Ges., t. 11, p. 2157 (1878).
(2) Salkowsky (E.). — Z. physiol. chem., t. 9, p. 127 (1885).
(3) Hunter (A.). — Creatine and creatinine, monographie. Longmans, Green and Co., London (1928).
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Réaction à l'acide 3-5 dinitrobenzoïque de Langley et
Evans (1).
Une solution d’acide 3-5 dinitrobenzoïque dans une solution de COsNa2 donne, en présence de créatinine et de NaOH à 5 %, une coloration qui varie du pourpre au jaune en passant par le rouge. Cette coloration a été appliquée au dosage et récemment son étude a été reprise par Barac et Delvenne (2) au moyen du photomètre.
Réaction de Jaffé
Cette dernière réaction est particulièrement importante; elle est utilisée couramment pour le dosage de la créatinine : une solution de créatinine, traitée par une solution d’acide pierique et alcalinisée par NaOH à 10 %, donne, à froid, une coloration rouge orangée rappelant celle d’une solution de bichromate de potassium.
La constitution du corps qui donne la coloration a été très discutée. On pensait qu'il y avait réduction de l’acide picrique à l’état d’acide picramique. Mais Benedict et Osterberg (4) ont démontré que cet acide n’entre pas en jeu. Greenwald (5) a réussi à isoler deux produits cristallisés dont l’un donne la réaction de Jaffé. En 1937, Bolliger (5) a décrit quatre corps rouges formés par l’acide picrique et la créatinine en milieu alcalin. C’est à l’un d’entre eux qu’il attribue la coloration de Jaffé.
Cette coloration varie avec la concentration en créatinine. Folin (7) l’a adaptée au dosage. Sa spécificité et sa sensibilité ont été étudiées par Kayser. Une étude plus récente a été effectuée par Vague et Dunan (8). De nombreuses techniques de dosage de la créatinine ont été proposées ; toutes apportent quelques modifications à la méthode de Folin. Les plus récentes sont dues à Laudat, Cahn, Houget et Jacquot (9) et à Barac et Delvenne.
(1) Langley (W.D.) et Evans (M.). — Journ. Biol. Chem, t. 115, p. 333 (1936). ; (2) Barac (G.) et Delvenne (J.). — Bull. Soc. Chim. Biol tr 28;
(3) Jaffé (M.). — Z. physiol. chem., t. 10, p. 391 (1886).
(4) Benedict ($S.) et Osterberg (E.). -- J. biol. chem., t. 56, p. 229 (1923).
(5) Greenwald (I.). — J. b'ol. chem., t. 80, p. 103 (1928).
(6) Bolliger (A.). — J. Proc. Roy. Soc. N.S. Wales, t. 71, p. 60 (1937).
(7) Folin (O.). — Z. physiol. chem., t. 41, p. 223 (1904).
(8) Vague (J.) et Dunan (J.). — Créatine, p. 40-60. Masson et Cie, 1939 (Paris).
. (9) Cahn (Th.), Houget (J.) et Jacquot (R.). — Ann. physiol. et phys.
chim. biol., t. 9, p. 205 (1933).
RENE j: En III. — LA METHODE DE DOSAGE EMPLOYEE
Nous avons adopté la méthode indiquée par Fiessinger (1) et Fleury (2).
Dans un ballon jaugé de 500 cc., on met une prise d’essai de 10 cc. d’une solution de créatinine dont le titre varie suivant les recherches. On ajoute :
Solution de NaOH N/1 Q.S. pour neutraliser Solution saturée d’acide pierique à 1,2% ... 15 ce. SolutHontde NAO HO MIOL CE PRE RE EE 5 cc.
Il se produit instantanément une coloration rouge orangé. On mélange et laisse en repos 10 minutes exactement. On complète alors à 500 cc. avec de l’eau distillée. On mélange de nouveau. Nous attendons 5 minutes pour effectuer les mesures, afin de laisser à la coloration le temps de se stabiliser.
Les appareils utilisés pour la mesure.
Au début de nos recherches, nous avions adopté le colorimètre de Duboscq malgré les multiples inconvénients de cet appareil : fatigue rapide de la vue et, par suite, impossibilité de faire des mesures en série; phénomènes subjectifs diminuant la sensibilité.
Solution étalon.
À la suite de Folin, de nombreux auteurs conseillent d’utiliser comme solution étalon une solution de bichromate de potassium à 24 g. 54 par litre, lorsqu'il s’agit du dosage de la créatinine dans l’urine. L'expérience montre qu’une telle solution, observée au colorimètre de Duboseq sous une épaisseur de 8 mm. donne la même coloration qu’une solution de créatinine à 1 g.%o observée sous 8 mm., 1. Nous avons préféré utiliser comme solution étalon, la coloration donnée par une solution de créatinine à 1 g. % traitée simultanément. Les essais nous avaient montré que la solution de bichromate de potassium varie rapidement avec le temps.
Par la suite, nous avons repris nos mesures avec un photocolorimètre de Hellige. Cet appareil est très simple. Il comporte deux cuves de verre à faces parallèles et identiques. Devant l’une d’elles
(1) Fiessinger (N.), Olivier (H.R.), Herbain (M.). — Diagnostics biologiques, 5° éd., p. 591 (1944). Maloine. Paris.
(2) Fleury (P.). — Fiches techniques de Ch. Biol. 2e supplément, p. 25 (1946). Véga. Paris.
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est placée une source lumineuse. La lumière traverse la cuve et vient sensibiliser une cellule placé sur le même axe que la source. La cellule émet alors un courant dont l’intensité varie avec l’opacité des corps traversés et dont la tension est mesurée en millivolts sur un galvanomètre. Quand la cuve contient de l’eau distillée, il n’y a aucune absorption et l’aiguille indique 100 millivolts. Or, cet appareil est très sensible et de très faibles variations de courant changent la déviation de l’aiguille. Un rhéostat permet de replacer l’aiguille sur le point 100 millivolts avant chaque mesure. Comme l’appareil n’est pas gradué pour des chiffres supérieurs à 100, nous avons choisi pour l’eau distillée le chiffre de 90 millivolts. Avant chaque mesure, il était donc nécessaire de s’assurer que la lumière traversant l’eau distillée marquait 90 millivolts.
Chaque cuve contient 10 em3, ce qui fait que l’on examine la coloration donnée par 1/5000 de la créatinine contenue dans la prise d'essai.
Solution mère de créatinine à 1 %o
On pèse, à la balance de précision, sur un verre de montre sec, 0 g. 10 de créatinine pure que l’on introduit ensuite, au moyen d’un petit entonnoir, dans une fiole jaugée de 100 cc. On rince le verre de montre et l’entonnoir à l’aide d’une pisette. On ajoute 1 ce. d’'HCI N/1, et complète au trait de jauge avec de l’eau distillée. Après agitation jusqu’à complète dissolution, on ajoute V gouttes de toluène pour assurer la conservation. Cette solution doit être maintenue à la glacière.
L'’addition d’'HCI a pour but d'éviter la transformation de la créatinine en créatine.
Solution aqueuse saturée d’acide picrique à
L’acide picrique utilisé doit être pur et sec. Il doit satisfaire au test de Folin et Doisy (1) : « La coloration de la solution saturée d’acide pierique ne doit pas être aëcrue de plus de la moitié de sa valeur primitive, 15 minutes après qu’elle a été additionnée du 1/20
(1) Folin (O.) et Doisy (E.). — J. Biol. Chem. t. 28, p. 349 (1917).
no
de son volume de NaOH à 10 %.» Les produits délivrés par le commerce ne satisfont pas toujours à ce test; aussi est-il nécessaire de les purifier. Nous avons utilisé le procédé Benedict (1) par recristallisation dans le benzène. Dans un ballon de 2 litres en verre Pyrex, introduire :
Acide picrique du commerce .... 400 g.
Benzène DUL acte ere 1 litre.
Munir le ballon d’un réfrigérant à reflux. Porter au B.M. avec les précautions nécessaires. Lorsque le benzène entre en ébullition, l’acide picrique se dissout en laissant un résidu d’impuretés. La solution est filtrée immédiatement sur un grand filtre plissé dans un ballon identique. Le ballon contenant le filtrat est réchauffé jusqu’à ce que l’acide picrique déjà cristallisé se redissolve puisqu'il est laissé au repos à la température du laboratoire pendant quelques heures. Nous avons constaté qu'il est préférable d’agiter fréquemment pour éviter la cristallisation en masse compacte. On décante l’excès de benzène ; on lave deux fois les cristaux avec 75 ce. de benzène et on recueille l’acide picrique sur plaque de Büchner. On fait sécher à 70°-80° jusqu’à disparition de l’odeur de benzène. On écrase finement et sans choc, au mortier.
La conservation doit avoir lieu à l’abri de la lumière dans un flacon en verre jaune.
Fleury (2) préconise un autre procédé dû également à Benedict pour la purification de l’acide picrique par cristallisation dans l’acide acétique.
Nous avons été amené dès le début de nos recherches à modifier la préparation de la solution de l’acide picrique. En effet, les auteurs indiquent: « L’emploi d’une solution saturée à froid». Une telle solution se fait difficilement et la quantité d’acide dissous n’est pas constante. Nous avons opéré comme suit.
Dans un ballon d’un litre, nous introduisons 12 g. d’acide picrique purifié. On ajoute 900 em3 d’eau distillée et on porte sur un B.M. à 70° en agitant de temps en temps. Quand la dissolution est achevée, on laisse refroidir lentement, à la température du laboratoire. On introduit la solution froide dans un ballon jaugé d’un
(1) Benedict (S.). — J. Biol. Chem., t. 54, p. 239 (1922). (2) Fleury (P.). — Fiches techniques de Ch. Biol., 2e supplément, p. 25. Véga. Paris (1946).
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litre. On rince plusieurs fois avec de l’eau distillée le ballon qui a servi à faire la solution, jusqu’à ce que l’eau de lavage ne soit plus colorée en jaune. On complète au trait de jauge et verse dans un flacon en verre jaune. Il est nécessaire d’attendre deux jours pour utiliser la solution, car elle fonce au cours du chauffage mais elle s’éclaireit au repos.
Nous n’avons jamais observé de début de cristallisation dans de telles solutions. Ce phénomène est à éviter pour assurer la constance du titre. |
Conservation maximum deux mois.
Nous avons vérifié enfin le test de Folin et Doisy. Si l’acide picrique est pur, la coloration est une fois et demie plus forte pour le picrate de sodium.
V. — ETABLISSEMENT D’UNE COURBE ETALON
Vérification de la loi de Beer-Lambert
Nous avons cherché à établir une courbe indiquant les variations d'intensité de la coloration de Jaffé, en fonction de la concentration d’une solution de créatinine. Le but recherché était l’utilisation de cette courbe comme étalon dans la suite de nos mesures. Nous désirions savoir également si la loi de Beer-Lambert était applicable à ce dosage.
Les concentrations des solutions de créatinine utilisées étaient les suivantes : 2 %o — 1,5 %o — 1,2 %o — 1,1 %o — 1 %o — 0,9 %o — 0,8 %o — 0,7 %o — 0,6 V0 ca 0,5 %o — 0,4 %o — 0,3 %o — 0,2 %o — 0,1 %o — 0,05 %o. —
Préparation de ces solutions.
A l’aide d’une burette de Mohr, on verse successivement dans des ballons jaugés de 500 em3 : 20 cm3, 15 cm3, 12 cm3, 10 cm,
3 em5.…., 0,5 em3 de la solution de créatinine à 1%. On neutralise avec des quantités correspondantes de la solution de NaOH N/1, soit 20/100, 15/100 ..... 1/100 de em3. On complète à 20 em avec de l’eau distillée. On effectue ensuite la réaction comme nous l’avons indiquée à la page 18, c’est-à-dire qu’on ajoute :
Solution d'acide picrique à 1,2% .... 15 cemè Solution de NaOH 41002 n°00 5 cm3
On mélange et laisse en contact 10 minutes. Au bout de ce temps, on coinplète à 500 cm3 avec de l’eau distillée. On mélange à nouveau et après un repos de 5 minutes pour donner à la réaction le temps de se stabiliser, on effectue les mesures.
Nous avons comparé les résultats obtenus avec les deux appareils de mesure, le colorimètre de Duboscq et le photocolorimètre de Hellige,
Résultats obtenus avec le colorimètre de Duboscq
La solution étalon utilisée est celle que donnent 10 cm3 de créatinine à 1 gr.%o traités comme il a été indiqué ci-dessus. Cet étalon est observé au colorimètre de Duboseq sous une épaisseur de 8 mm. 1. Les résultats sont réunis dans le tableau I. Ils sont comparés avec les hauteurs calculées d’après la loi de Beer.
TABLEAU I
Concentration gr. ‘/o 0,600 | 0,500
Millimètres calculés . . 13,50 116,2
Millimètres lus . . . . 12,76 115,52
Concentrations ‘/,, don- j nées par le colorimètre 0,634) 0,521
Erreur 0 , 5,66 | 5,8
Les chiffres du tableau I sont traduits Par le graphique I, page 23.
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Interprétation de la courbe. — Nous avons porté en abcisses les millimètres, en ordonnées les concentrations effectives. Nous avons construit sur le même graphique la courbe théorique donnée par la loi de Beer-Lambert.
On remarque que les erreurs augmentent à mesure que les concentrations en créatinine des solutions étudiées s’éloignent de celle de la solution étalon. La loi de Beer n’est suivie que pour des concentrations de l’étalon voisines de la concentration de la solution en essai. Enfin, fait important, pour une concentration supérieure à 1 gr. %o on trouve la même intensité de coloration que pour la solution étalon et on note l’erreur de 9 %.
2, — Résultats obtenus avec le photocolorimètre de IHellige
Les résultats sont réunis dans le tableau IT. Les mesures ont été répétées plusieurs fois et ont donné chaque fois le même résultat.
TABLEAU: II
| Concentrations gr. /o 0,05 0,10! 0,20] 0,30
Millivoits 82 | 80 | 78
Concentrations gr. ‘ 10,70 290) 005 PAPIELO
Millivolts 71 170,5] 70 | 70
Les chiffres du tableau II ont été traduits par la courbe du graphique II, page 24. |
Interprétation de la courbe. — Nous avons porté en abcisses les millivolts, en ordonnées les concentrations en créatinine.
On constate que la coloration de Jaffé ne suit pas la loi de Beer-Lambert sur une grande échelle. D'autre part, on remarque l’allure spéciale de la courbe avec ses points angulaires pour les concentrations O0 gr. 10 et O gr. 40 %. On note enfin le palier
au-dessus de 1 gr. %o. Devant ces phénomènes, nous avons jugé bon de faire des mesures pour les concentrations 0,95 — 0,45 — 0,35 — 0,05 %o. Les points obtenus se plaçaient exactement sur la courbe, ce qui confirmait les résultats précédents
La variation du coefficient angulaire de la courbe pour la concentration 0,40 % semble indiquer une modification de la réaction pour cette concentration.
Utilisation de la courbe comme étalon. — Par la suite, nous avons utilisé cette courbe pour nos mesures. A cet effet, ayant obtenu au photocolorimètre le nombre de millivolts donnés par la solution de créatinine essayée, il suffisait de lire l’ordonnée correspondante. On avait ainsi directement la concentration en créatinine par litre.
Comparaison des résultats obtenus avec les deux appareils de mesure. — Les deux appareils donnent des résultats concordants. L'examen des courbes montre que pour des concentrations supérieures à 1 gr. %o les mesures sont aberrantes. Il faudra donc effectuer les dosages des solutions de créatinine de concentration inférieure à 1 gr. %o.
On remarque l’intérêt de l’utilisation du photocolorimètre, puisqu'il suffit d'établir une courbe étalon une fois pour toutes et qu’il n’est plus nécessaire de préparer un étalon pour la comparaison.
VI. — ACTION DES SELS NEUTRES SUR LA COLORATION DE JAFFE
Suivant Beck K. et Beck H. (1), la présence de sels neutres diminuerait l’intensité de la réaction de Jaffé. Lies conditions du dosage de la créatine nous ont conduit à étudier l’action des sels neutres. Cette étude paraissait également intéressante par suite de la présence dans l’urine d’une certaine quantité de sels.
(1) Beck (K.) et Beck (H.). — Z. Unters. Lebensmit., t. 58, p. 409 (1929).
DT
Les essais ont été effectués sur des solutions de concentrations identiques à celles utilisées pour établir la courbe étalon. Nous avons utilisé une solution contenant 58 gr. 50 de NaCI fondu par litre d’eau distillée. Une telle solution ne donne aueune absorption au photocolorimètre.
Mode opératoire. — On opère comme nous l’avons indiqué pour l’établissement de la courbe étalon, mais on ajoute 10 cc. de solution de NaCI avant l’addition de la solution d’acide picrique.
L'expérience nous a montré que l’on obtenait des chiffres identiques à ceux obtenus pour la solution de créatinine en l’absence de sels neutres. Il n’y a done pas lieu de tenir compte de la présence de ces derniers.
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ETUDE DE LA TRANSFORMATION DE LA CREATINE EN CREATININE
La créatine et la créatinine ne diffèrent que par une molécule d’eau. Elles se transforment facilement l’une en l’autre. Cette transformation est une réaction d'équilibre.
Créatinine + H:0 € créatine.
Un processus d’amidification interne aboutit à la cyclisation, rendant
compte de la transformation de la créatine en créatinine. !
NH ; NÉ=C0 HN — 6 “AN HN | +10 NC CO0UHLeEE N Br ce | CH; CH,
Les auteurs effectuent la transformation par passage à l’autoclave à 115°-120°, pendant 20 minutes, ou par traitement au B.M. bouillant pendant 4 heures. La déshydratation est facilitée par la présence d’'HCI N/1, SO:H2 N/71, HCI N/10 ou PO:H3:. Kayser indique que la transformation pourra ne pas être totale. Cependant, jusqu’à ce jour, les auteurs admettent dans leurs résultats que tonte la créatine est passée à l’état de créatinine. Sur les conseils de Monsieur le Professeur Cordier, nous avons recherché s’il n’était pas possible d’activer la transformation, en utilisant un acide de concentration plus élevée, Nous avons étudié successivement l’allure de la
A AA) De
transformation sous l’action d'HCI N/1, puis sous l’action d’HCI plus concentré. Enfin, nous avons comparé les résultats obtenus en dosant la créatine par différentes méthodes.
I — ALLURE DE LA TRANSFORMATION DE LA CREATINE EN CREATININE SOUS L’ACTION D’HCI N/1, AU‘ BAIN-MARIE, A 100°
Solution de créatine en essai
Les mesures ont été effectuées sur une solution aqueuse de créatine à 0 gr. 883 %o correspondant sensiblement à une concentration de 1% de eréatine cristallisée, hydratée à une molécule d’eau (cf. résultats des essais préliminaires, p. 15). Cette solution avait été préparée comme la solution de créatinineé, en dissolvant 0 gr. 10 de créatine hydratée dans 100 cm3 d’eau distillée. Elle correspond théoriquement à une solution de créatinine de titre 0 gr. 761 %o.
Méthode de travail. — Dans un tube à essai de 50 em3, en verre Pyrex, dont l’ouverture est obturée par un bouchon de liège traversé par un tube de verre effilé dans sa partie supérieure, mais dont les deux extrémités sont ouvertes (pour servir de réfrigérant), on met :
Solution der créatine 0. 10 cm3 PC TENC TRE Set Re à 5 cm3
On plonge le tube dans un B.M. déjà bouillant. On effectue les dosages de créatinine formée après une demi-heure, 1 heure, 2 heures, 3 heures, 4 heures. FRS ; | Dosage. — Au bout du temps fixé pour le chauffage, on retire le tube du B.M. et on le refroidit dans un courant d’eau froide. On maintient le tube dans cette position et on neutralise, en ajoutant lentement 5 em3 de NaOH N/1. On :inet ensuite le tube dans un portoir et on ajoute 15 em3 de solution d’acide picrique, puis 5 em3 de NaOH à 10 %. On obture le tube avec un bouchon de caoutchouc et on mélange. On laisse en repos 10 minutes. Après ce temps, on met un entonnoir sur un ballon jaugé de 500 cm3 et, avec de l’eau
distillée on lave le bouchon de caoutehouc sur l’entonnoir. On introduit ensuite dans le ballon le contenu du tube.en rinçant ce dernier plusieurs fois avec de l’eau distillée. On complète à 500 em3. On agite et après 5 minutes de repos on effectue les mesures.
Résultats obtenus avec le colorimètre de Duboscgq
On utilise comme solutions étalons les colorations données par des solutions de créatinine de concentration : 0,200 — 0,300 — 0,400
— 0,500 — 0,700 % correspondant respectivement à un chauffage de 2 heure — 1 heure — 2 heures — 3 heures — 4 heures. Ces
solutions étalons sont observées sous une épaisseur de 10 millimètres. Calculs. — La concentration de l’étalon étant proche de celle de la solution dosée, on peut utiliser la loi de Beer.
TOC L'expression ——— — x donne la concentration en créatinine, h en gramme par litre.
T — titre de la solution étalon.
h — hauteur lue pour la solution en essai.
Pour avoir la concentration en grammes de créatinine %o, on multiplie x par 1,16 (rapport des poids moléculaires des corps créatiniques).
Les résultats de ces différents essais sont réunis dans le MiableaueLirs
TABLEAU III
‘/, heure | 1 heure | 2 heures 3 heures| 4 heures
Créatinine formée 0,294 | 0,490 0,660 | 0,715 | 0,755
gr. %o
CRE transformée! 0,341 | 0,568 | 0,767 | 0,829 | 0,876 gT. /00
SPRL QUE 2. Résultats obtenus en utilisant le photocolorimètre.
Le photocolorimètre donne un chiffre pour la solution en essai. On porte ce chiffre sur l’axe des abeisses de la courbe étalon et on lit l’ordonnée correspondante. Ceci donne la créatinine formée. Pour avoir la créatine, on multiplie le chiffre exprimant la créatinine par 1,16.
_ Les résultats de ces mesures sont réunis dans le tableau IV.
TABLEAU IV
‘, heure | 1 heure | 2 heures | 3 heures | 4heures
Millivolts 7775 |7475 |7325- 72,75 | 12,75
Créatinine formée 0310 | ‘0520 | 0675 | 0.725 gr. %o
Créatine transformée! 360 | 0603 0 841 gr. %o
Les chiffres des tableaux III et IV sont traduits par des courbes que nous avons réunies sur le graphique 3, page 32, pour les comparer. Nous avons porté en abeisses les temps, en ordonnées les quantités de créatinine formée.
Il est intéressant de noter que les résultats obtenus sont constants. Les courbes ont la même allure. Enfin nous voyons que la transformation de la créatine en-eréatinine est totale après quatre heures de chauffage à 100°, au B.M., en présence d’'HCI N/I.
Oetion d'HCŸ N/1, Le IT boullont aur la éaline
+ Lounbe élablie avec Le colorimèlre 0,310 0,200 0,100 Ë A4 0 af Ah FA 3h AA
IT. — ALLURE DE LA TRANSFORMATION DE LA CREATINE EN CREATININE, SOUS L'ACTION D’HCI CONCENTRE, AU BAIN-MARIE, A 100°
Dans le but d’accélérer la vitesse de transformation de la créatine en créatinine, nous avons étudié l’action d’'HC1 plus concentré qu’'HC1 N/1. Rapidement, nous avons été conduits à utiliser HCI 10 N et nous avons comparé son action à celle d’HCI N/1.
MON ee Solution de créatine en essai
Les dosages ont été effectués sur la solution utilisée pour les essais avec HCI N/1, soit une solution de créatine à 0 gr. 883 %o. Elle correspond théoriquement à une solution de créatinine à 0 [La de 761 %o.
Méthode de travail. — Dans l’appareil déjà utilisé pour les essais avec HCI N/1, on met :
Solution de eréatine à 0 gr. 883 %o .... 10 cm3 PORN MES a are au 1 cm3
On plonge le tube dans le B.M. bouillant. On effectue les dosages de créatine formée après 15, 20, 30, 45 et 60 minutes. On chauffe au B.M. le temps convenu. On refroidit sous un jet d’eau froide et on neutralise avec 1 em3 de NaOH 10 N. On ajoute 8 em3 d’eau distillée et on continue le dosage comme il a été indiqué page 29. On effectue les mesures au colorimètre et au photocolorimètre.
Nous avons utilisé comme solution étalon la solution colorée que donnent 10 em3 de solution de créatinine à 1 %o. Cette solution étalon cst observée sous une épaisseur de 8 mm. 1.
Nous avons réuni les résultats obtenus avec les deux appareils de mesure, dans le tableau V. Les chiffres du tableau V sont traduits par des courbes. Nous avons réuni sur le graphique 4, page 34, les courbes correspondant au colorimètre et au photocolorimètre.
TABLEAU V 15 20 30.11 48 60 minutes | minutes [minutes | minutes | minutes Millivolts 74,25 73,50 72,175 72,25 72,25
Créatinine formée gr. Yo
Créatine trans- : formée gr. %o
Photocolorimètre
Créatinine for- 0,539 | 0,630 | 0,706 | 0,760 | 0,760 mée gr. %o
Colorimètre
Onephique #
Muition d'HC 10n. au BIT. sun La néatine
0.6 { © commbe dlable avec Le photo co loumaèlre e robe établie avec Le coloumelre à
Cnéatumme formes em qu 7e co
e 45 20 30 45 ço
Lecture des courbes. — Nous avons porté en abcisses les durées d'action d’HCI 10 N, et en ordonnées les quantités de créatinine formée en fonction du temps. On remarque que les deux courbes ont la même allure et que la position de l’une par rapport à l’autre est la même que celle des courbes établies pour étudier l’action d’HCI N/1 (p. 32). |
PR A
On note que la vitesse de transformation de la créatine en creatinine est fortement accélérée pendant les 20 premières minutes. F'ait important, la transformation est totale après 45 minutes.
Pour comparer l’action des deux solutions d’acide chlorhydrique étudiées, nous avons porté les courbes des graphiques 3 et4, établies à l’aide de photocolorimètre sur le graphique 5.
Conclusions. — La lecture du graphique 5 montre qu'il y a intérêt à utiliser l’aeide chlorhydrique 10 N. Le dosage de la créatine sera ainsi plus rapide, puisque la transformation pourra être réduite à 45 minutes.
Dans la suite de nos mesures nous avons utilisé le photocolori-
mètre. ; Onephique ]
Debionr comparreo duo acides HCÎ N/1 et HCÉ 10N
RÉ
ee + Hct Na © HCÈ 10N O,2 Q'A ammales
(e] 15 30 #5 ço
IL — DOSAGE D’UNE SOLUTION DE CREATINE PAR DIFFERENTES METHODES ET COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS
Nous avons comparé les résultats obtenus en dosant la créatine suivant les deux méthodes courantes, en utilisant le B.M. à 100° et l’autoclave à 120°, en présence d’'HCI N/1 et nous avons rapproché les résultats obtenus en présence d’HCI N/10.
Solution à doser
Solution aqueuse de créatine à 0 gr. 883 %o cm3. Cette solution doit donner après transformation totale, une solution de créatinine de titre 0 gr. 761 %o.
Traitement à l’autoclave. — Il convient de recouvrir l’orifice du tube, où a lieu la réaction, d’une feuille d’étain. Le traitement a lieu pendant 20 minutes à 120°.
Les résultats sont réunis dans le tableau VI.
TABLEAU VI
HCI-N'it HCI 10 N B. M. bouillant | Autoclave 1200] B. M. bouillant 4 heures 20 minutes 1 heure
Millivolts 72,25 72,25 12,25 Créatinine gr. %o 0,775 0,775 0,775 Créatine gr. % 0,899 0,899 0,899
Erreur % 1,8 1,8 1,8
On note que les résultats sont identiques. Il convient de remarquer qu’il y à une erreur toujours positive.
IV. — ACTION DES SOLUTIONS D’ACIDE CHLORHYDRIQUE EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN CREATINE
Les essais précédents étaient effectués sur des solutions dont la teneur en créatine était plus forte qu’elle ne l’est dans les urines des créatinuriques. Il était done nécessaire de vérifier si les acides chlorhydriques utilisés (HCI N/1 et HCI 10 N) se comportaient de la même facon vis-à-vis de solutions faiblement concentrées en créaiine et par suite de voir si une partie de la créatine n’échappait pas au dosage.
Solutions en essai
Les solutions très diluées de créatine ne se conservent pas. Nous avons done effectué les essais sur des dilutions de la solution mère de créatine préparées au moment du besoin.
Les essais ont été effectués successivement avec les acides chlorhydriques N/1 et 10 N de la façon indiquée respectivement page 29 et page 33. Les résultats sont réunis dans le tableau VII. Ils sont traduits par la courbe du graphique 6 (p. 38).
TABLEAU VII
Dilution de la sol. | | RRÉLELE CS CU 0,1 02205 0'44n0;5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Créatine théorique com AUPNART EE AMENER 0,088 | 0,176 0,265 | 0,353 | 0,442| 0,530) 0,618 | 0,706 | 0,795 | 0,883
Créatinine théo- | rique gr. %00 : - | 0,076 | 0,151 0,228 | 0,304! 0,381 0,456) 0 532 | 0,609 | 0,685 | 0,761
oo |
Millivolts . . . .[83,00 [81,00 179,50 177,75 | 76,25 75,25 [7450 173,75 173,00 172,25 Créatinine oo + - 4 0,075 | 0,150 | 0.225 | 0,310! 0,385) 0,475) 0,550 | 0,625 | 0,700 | 0,775
Créatine transf. °/00 | 0.087 | 0,174 | 0,261 | 0,360! 0,446) 0,551! 0,638 | 0,725 | 0,812 | 0,899
cr e Pre ons 009" /09 1307132") 26 :|22 :|18
L Megane Me 0,7 |- 0,6 |- 0,8 |o,» |- 0,3 |-
Creatime
Te QU PTE nn tes 0,088 0,176 0,270 0,393 0442 0,510 0,618 0,706 0,795 0,883
Les résultats obtenus avec les deux acides chlorhydriques sont identiques. Les erreurs s’échelonnent de 1% à 4%, ceci pour les prises d'essai contenant 0 gr. 00088 à 0 gr. 0088. Elles sont d’autant plus faibles que la quantité de créatine est elle-même plus faible. Ceci montre que dans les conditions du dosage de la créatine dans l’urine, on pourra considérer que toute cette dernière est passée à l’état de créatinine.
+ 90e V. — DOSAGE DE MELANGES CREATININE-CREATINE
« La méthode qui consiste à doser la créatine par différence entre la créatinine totale et la créatinine préformée, a l’inconvénient d’accumuler les erreurs faites sur chaque dosage », a dit Kayser. Plusieurs auteurs, notamment Schenk (1), ont obtenu, pour la créatinine totale, un chiffre inférieur à celui obtenu pour la créatinine préformée. Nous avons essayé de doser un mélange de créatinine et nous avons comparé les résultats.
Pour doser la créatinine totale, trois dosages sont effectués :
1° Action d’'HCI N/1, au B.M. bouillant, 4 heures. 2° Action d’'HCI N/1, à l’autoclave à 120°, 20 minutes. 3° Action d’'HCI 10 N, au B.M. bouillant, 1 heure.
Solutions en essai
Nous nous sommes placé dans des conditions de concentration proches de celle de l’urine en corps créatiniques. Les essais ont porté sur deux solutions.
Première solution: Prise d’essai
Solution mère de créatinine à 1%o ...... 8 cm3
Solution mère de créatine à 0,883 %o .... 2 cm3
Cette solution correspond à 0 gr. 800 % de créatinine préformée et à 0 gr. 951 % de créatinine totale, soit à 0 gr. 176 % de créatine.
Deuxième solution: Prise d’essai
Solution mère de créatinine à 1 %o ...... 7 cm3 Solution mère de créatine à 0,883 %o .... 1 em3 D: Ch RER En MERE 2 cm3
Cette solution correspond à 0 gr. 100 % de créatinine préformée et à O0 er. 776 % de créatinine totale, soit 0 gr. 088 de créatine.
Nous avons réuni les résultats dans le tableau VIII.
(1) Schenk (P.). — Arch. exp. Path. Pharm,, t. 95, p. 45 (1922).
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TABLEAU VIII
| HCI N,1 HCHON
Autoclave a Chiffres
B.M.100 "29e |B-M.100° “ps.
4 heures | 20 minut.| 1 heure | riques
Créathine pré al 0 Cole 0 208 0,800 | 0,800 | 0,800 formée %o Sol. II | 0,700 | 0,700 | 0,700 | 0,700 Cine totale 00112 Re0000 0,950 | 0,950 |! 0,951 0 Sol. II | 0,775 0,775 | 0,775 | 0,776 nn SoLI | 0,174 0,174 |: 0,174. | 0,176 Rev 0,087 | 0,087 | 0,087 | 0,088
Ox trouve une erreur de 1,1%. Mais si l’on se reporte au tabieau VII, on lit dans les colonnes correspondantes que lorsque l'on trouve 0,087 de créatine, il y a théoriquement et effectivement
0,088. (Solution IT.)
La même chose est à remarquer pour la solution I. Pour 0,174 de créatine, on lit dans la colonne correspondante 0,176.
LE DOSAGE DES CORPS CREATINIQUES DANS L'URINE
Le taux de créatinine urinaire est assez constant. L’adulte normal en élimine 1 gr. à 2 gr. par 24 heures, soit 0 gr. 70 à 1 gr. 70 par litre d’urine. L’élimination est un peu plus élevée chez l’enfant, plus faïble chez le vieillard. Elle est indépendante du régime alimentaire mais subit une légère augmentation pour un régime très riche en viande. Elle est en relation avec l’intensité du métabolisme musculaire. En effet, l’exercice musculaire l’augmente. Cette hyperexcrétion est rapidement suivie dans les 24 à 48 heures d’une hypoexcrétion compensatrice.
Pathologiquement, la créatinine urinaire augmente dans les maladies fébriles aiguës, dans le diabète avec dénutrition, dans les affections avec contracture musculaire excessive et dans l’amaigrissement. Elle diminue (au-dessous de 0 gr. 80 par 24 heures) dans les néphrites, les cachexies et les myopathies.
L'’urine élimine normalement de très faibles quantités de créatine. Le taux est plus variable que pour la créatinine (0 gr. 10 à G gr. 30 par 24 heures). Physiologiquement, on en a trouvé au cours des périodes de jeûne 0 gr. 15 à 0 gr. 30 et plus par 24 heures, au cours des périodes de la régression utérine post-partum 0 gr. 50 à 1 gr. 50 par 24 heures. Chez l’enfant, on observe une eréatinurie élevée. Chez la femme, on trouve un taux élevé au moment des époques menstruelles et pendant la grossesse (1). Pathologiquement, la créatinurie augmente dans les atrophies musculaires.
(1) Polonovski (M.). — Biochimie médicale, 3° édit., p. 607-608 (1947). Masson-Paris.
rte
J. Comsa (1) a étudié l’action des hormones sexuelles sur la créatine urinaire du cobaye. Il a montré que la testostérone supprime la créatine dans les urines du cobaye mâle castré. Par contre, l’oestrone détermine une augmentation du taux de la créatine urinaire, à des doses représentant la moitié environ de la plus petite quantité requise pour provoquer le rut.
Nous avons étudié le dosage des corps eréatiniques dans l’urine en nous inspirant des résultats obtenus sur des solutions pures de
ces Corps.
I. — DOSAGE DE LA CREATININE PREFORMEE
Le dosage d: la créatinine préformée exige quelques précautions. 11 faut opérer sur des urines fraîches et non altérées, car dans les urines alcalines, surtout celles ayant subi la fermentation ammoniacale, la créatinine se traïsforme en créatine.
De plus, l’urine ne doit contenir ni acétone, ni acide diacétique. Ces substances donnent avec le picrate de sodium, une réaction rappelant celle de Jaffé. Si le résultat de la recherche est positif, on portera l’urine à l’ébullition. Le glucose réduit le picrate de sodium à i’état d’acide picramique. La coloration de ce corps est identique à celle de Jaffé, mais elle apparaît lentement si on opère à froid. Des essais nous ont montré que le dosage de la créatinine est achevé lorsque l’acide picramique entre en jeu.
La méthode de dosage
La nécessité d’opérer à des concentrations en créatinine inférieures à 1 gr. %o, nous à conduit à utiliser de l’urine diluée à 42 avec de l’eau distillée.
On prend une prise d’essai de 10 em3 de cette dilution et on continue le dosage comme nous l’avons indiqué pour des solutions pures. En multipliant par 2 le chiffre donné par la courbe étalon, on obtient directement en grammes par litre la richesse de l’urine en créatinine.
(1) Comsa (J.). — Bull. Soc. de Chim. biol., t. 28, p. 614 (1946).
9 Re II — DOSAGE DE LA CREATINE URINAIRE
Pour le dosage de la créatine dans l’urine, nous pensions suivre la méthode mise au point sur des solutions pures de créatine. Or, dès le début de nos essais, nous avons constaté un phénomène qui n’est pas signalé dans les manuels de laboratoire et dont les études sur le dosage de la créatine ne tiennent pas compte : Le traitement de l’urine par HCI, à chaud, fait apparaître une coloration brune. Ce brunissement se produit après 5 minutes de chauffage à 100° et augmente rapidement d'intensité pour se stabiliser après 20 minutes.
Il était évident qu'il y avait là une cause de perturbation dans le dosage de la créatine. Nous avons essayé d'étudier ce brunissement de i’urine.
Méthode de travail
Les essais ont été effectués dans les conditions indiquées page 33. Dans l’appareil utilisé pour la transformation de la créatine en créatinine, nous mettons :
Urine-diluée à 0 ns 10 cm3 ÉLCRTO EN ere COTE Rae 1 cm3
On met au bain-marie, bouillant, pendant 1 heure.
LE BRUNISSEMENT CAUSE D'ERREUR
Lorsque la réaction est achevée, on dilue à 500 cm3 avec de l’eau distillée et on mélange, On compare au photocolorimètre avec la même dilution à 500 cm3 d’urine non traitée par HCI.
RÉSULTATS and douée et ur mie due 90 millivoits Urine (ciluée «à. 500 em... 90 millivolts Urine traitée par HCI à chaud ... 89 millivolts
L'augmentation de la coloration de base de l’urine se traduit done par une différence de 1 millivolt. Or, cette coloration de base se superpose à la coloration de Jaffé et entraîne une erreur positive dans le dosage de la créatine.
Reportons-nous à la courbe étalon. Par suite de l’augmentation de la coloration de base, le zéro de la courbe primitivement à 87 millivolts devrait être ramené à 86 millivolts. A ce dernier chiffre
AA
correspend une concentration en créatinine égale à 0 gr. U15 %o. Nous devrions avoir 0 gr. puisque la réaction de Jaffé n’est pas faite.
Mais, le dosage de la créatinine totale donne toujours un chiffre beaucoup plus éievé, environ 0 gr. 70 %e dans les conditions où nous sommes placé (urines diluées à 12). Supposons que nous ayons trouvé pour la créatinine totale 72 mv. 50. La courbe étalon indique 0 gr. 750 % de créatinine. Or, nous savons qu’une correction de 1 mv. est nécessaire pour tenir compte de l’augmentation de la coloration de base de l’urine. Ceci nous donne en réalité 73 mv. 50 qui correspondentc sur la courbe étalon à 0 gr. 650 %o de créatinine. Ce chiffre doit être considéré comme exact. L'erreur causée par le brunissement de l’urine peut done être égale à 15,4% lorsqu'on opère à des concentrations en créatinine totale comprises entre 1 gr. et O gr. 40 %o, si on ne tient pas compte du brunissement. Nous verrons qu’elle pent être considérable dans la détermination de la créatine.
La nécessité d’une correction s’imposait donc. Il n’était pas possible de construire une courbe étalon corrigée parallèle à celle établie avec des solutions pures de créatinine. En effet, l’urine ne contient pas une quantité constante de pigments et par suite son brunissement en milieu chlorhydrique à chaud ne présente pas toujours la même intensité. Nous avons cherché à supprimer la coloration brune.
ETUDE DU BRUNISSEMENT DE L’URINE EN MILIEU CHLORHYDRIQUE A CHAUD
Le brunissement de l’urine semble provenir d’une transformation des pigments. En effet, nous avons traité de l’urine par du charbon animal purifié. Après filtration sur papier, on obtient un filtrat très peu coloré. Si on chauffe ce filtrat en présence d’HCI, il brunit encore mais beaucoup moins que la même urine non décolorée. Jayie (1) signale cette transformation des pigments en une résine très colorée, à propos du dosage des corps oestrogènes et du Prégnandiol.
Nous avons cherché à faire passer cette matière colorante brune en solution dans des solvants organiques : éther, chloroforme où alcool amylique. Mais la solubilité est si faible que nous avons porté nos recherches sur des corps adsorbants : le kaolin et le charbon animal.
(1) Jayle (M.F.). — Exp. ann. de biochimie médicale, t. 4, p. 207 (1944). Masson et C'e, Paris.
NT: RES Essais sur le kaolin
Suivant Greenwald et Mac Guire (1), le kaolin adsorberait la créatinine mais non la créatine. Cette propriété aurait facilité le dosage de la créatine. Or, de nombreux essais nous ont montré que Je kaolin n’adsorbe pas en totalité la créatinine de l’urine dans les conditions du dosage.
Essais au moyen du charbon animal
Nous avons utilisé le charbon animal purifié du Codex et nous avons opéré sur des prises d’essai d'urine diluée à 12 égales à 10 em3.
Nous avons envisagé successivement deux essais : la décoloration préalable de l’urine et l’adsorption de la matière colorante brune.
La décoloration directe de l’urine par le charbon animal présente l'inconvénient majeur de n'être pas totale. De plus, elle n’empêche pas un brunissement au cours du traitement chlorhydrique. Enfin, il y à des pertes au moment de la filtration par adsorption sur le papier filtre. Nous avons donc rejeté cette méthode.
Par contre, l’adsorption de la matière brune obtenue après action de l’acide chlorhydrique nous a donné de bons résultats :
Après traitement chlorhydrique à chaud, on refroidit sous un jet d’eau. On ajoute dans le tube ayant servi à la réaction une pincée de charbon animal purifié, soit 0 gr. 02. On agite, on laisse déposer et on filtre sur papier. La décoloration est telle que par dilution du filtrat à 500 cm3, on obtient 90 millivolts au photocolorimètre. La coloration de base est donc supprimée.
Restait à savoir si le charbon animal purifié n’adsorbait pas les corps créatiniques dans les conditions du dosage. D’après Sudendorf et Lahrmann, le charbon adsorberait la créatinine. Nous avons effectué deux essais : |
NS
Premier essai: Dans un tube à essai de 20 em 3 on met :
. Solutior de créatinine à 0,7 %o ........ 10 cm3 4 3 KOIX AO RS LUE PRE ee 1 em3
On ajoute 0 gr.02 de charbon animal purifié et on mélange. On filtre sur papier en recueillant le filtrat dans un ballon jaugé de 500 cm5. On lave plusieurs fois le tube avec 10 cm3 d’eau distillée en versant l’eau de lavage sur le filtre. On neutralise le filtrat avec
(1) Greenwald (I.). et Mac Guire (G.). — J, biol, Chem., t. 34, p. 103 (1918),
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1 em3 de NaOH 10 N et on continue le dosage de la créatinine suivant la méthode précisée.
Le photocolorimètre indique 73 mv. et la courbe étalon 0 gr. 700 %o cm3.
Deuxième essai: La même expérience est répétée sur 10 cm3 de solution de créatinine à 0,8 %o.
Le photocolorimètre indique 72 mv. et la courbe étalon U gr. 800 %o.
Nous avons conclu que dans les conditions du dosage la créatinine n'est pas adsorbée par le charbon animal.
III. — INTERET DE LA SUPPRESSION DU BRUNISSEMENT
Nous avons effectué une série d'essais pour vérifier l’intérêt que présente la suppression de la coloration brune au moyen du charbon animal purifié. Les mesures ont été faites dans les conditions indiquées pour le dosage des corps créatiniques et précisées pour la décoloration au moyen du charbon. Nous avons déterminé successivement la créatinine préformée, puis la coloration dûe au brunissement, enfin la créatinine totale. Cette dernière a été dosée suivant la technique habituelle et suivant la technique de décoloration par le charbon. Les chiffres obtenus ont permis de calculer les quantités correspondantes de créatine. Toutes ces mesures ont été faites en prenant pour base l’eau distillée qui donne 90 millivolts au photocolorimètre. Les résultats sont réunis dans le tableau IX.
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Comparons les chiffres de la colonne des millivolts pour la eréatinine totale, on trouve une différence de O0 mv.75 entre le «chiffre donné sans décoloration par le charbon et le chiffre obtenu après décoloration. Or, cette différence est précisément celle qui existe entre la coloration de base provoquée par le brunissement et l’eau distillée qui donne 90 mv. La décoloration au moyen du charbon animal a done bien supprimé la variation produite par le brunissement dans l’urine. Si l’on compare les chiffres de la colonne Urine I, on note pour la créatinine totale les différences correspondant à la colonne des millivolts. Par suite de la «coloration brune », nous avons pour cette urine une erreur de 12,5 % pour la créatinine totale. Cette erreur entraîne dans la détermination de la créatine une erreur de 300 % dans les cas étudiés.
Nous avons cherché à vérifier les résultats obtenus par adsorption de la coloration brune au moyen du charbon. Dans ce but, nous avons fait varier la composition d’une urine en corps créatiniques par addition de solutions pures de ces corps.
Une première série de dosages a été effectuée sur l’urine. Puis, sur la même prise d’essai additionnée de solutions de créatinine et de créatine, nous avons déterminé la créatinine préformée et la créatinine totale.
Dosage des corps créatiniques de l’urine examinée
Prise d'essai Hermes ph PE A OC TIS THÉ CGI COR EEE SRE 7 cm3
Nous avons dosé successivement la créatinine préformée, puis la ereatinine totale avec et sans décoloration. Enfin la coloration de base dûe au brunissement a été déterminée.
Les résultats sont réunis dans la colonne I du tableau X. 2. — Dosag: des corps créatiniques dans un mélange constitué
oar de l’urine additionnée d’une solution de créatinine et d’une solution de créatine.
Solution examinée
(dures Var SEE RE ER es 80 cm3 Solution de créatinine à 1 gr. %o ....... 20 em3 Solution de créatine à 0 gr. 883 %o .... 10 cm3
AR LPS ue cum neue 40 cm3
EL FAR
Chaque dosage a été effectué sur 10 em3 de cette solution. Une telle prise d'essai contenait à priori 0 gr. 550 de créatinine préformée. Elle devait correspondre après transformation à 0 gr. 701 ou à 0 gr. 661 de créatinine totale, si dans la détermination on ne tenait
pas compte de la coloration brune ou si on l’éliminait.
Les résultats obtenus sont réunis dans la colonne 3 du tableau X. Pour permettre de comparer les chiffres expérimentaux avec les ehiffres théoriques, ces derniers sont assemblés dans la colonne 2.
TABLEAU X oo 2 3 mv urine | Chiffres mv Mélange ° | théoriques Créatine préformée fui 0,350 0,551 74,50 0,550 Créatinine totale sans décol. 79,19 0,425 0,701 He 0,700 gr. avec décol. | 76,25 | 0,385 0,661 73,50 | 0,650 Cine sans décol. 0,087 0,174 0,174 gr. V6 avec décol. 0,041 0,127 0,116 Coloration de base dûe au 89,50 89,50 brunissement
La comparaison des chiffres des colonnes 2 et 3 montre que dans les conditions du dosage le charbon n’a pas adsorbé de créatinine.
IV. — CRITIQUE DE METHODES ANTERIEURES
i. Dosage de la créatinine préformée.
Au début de cette étude, nous avons vu que les auteurs Fleury et Fiessinger, comparent la coloration de Jaffé donnée par l’urine à une solution de bichromate de potassium à 24 gr. 54 %. Cette
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solution, observée au colorimètre sous une épaisseur de 8 mm. donne la même intensité de coloration qu’une solution de créatinine à 1 gr. %o observée sous 8 mm. 1. Les mêmes auteurs indiquent que pour faire de bonnes déterminations, il faut opérer pour la solution en essai à des hauteurs comprises entre 5 et 13 mm.
Or, ces hauteurs correspondent respectivement à des concentrations en créatinine égales à 1 gr. 620 et 0 gr. 623 %. Nous avons remarqué dans la construction de la courbe étalon (page 24) que pour des concentrations en créatinine supérieures à 1 gr. %o, les variations de la coloration de Jaffé ne sont plus suffisament sensibles pour être déterminées exactement. Généralement, l’urine contient plus de 1 gr. %o, soit environ 1 gr. 40 - 1 gr. 80 %o. Il faudra donc opérer sur des prises d’essai correspondant à des teneurs en créatinine inférieures à 1 gr. #o.
Si, pour les mesures, on dispose simplement d’un colorimètre de Duboseq, il sera nécessaire d'effectuer les mesures entre 13 et 8 mm. au lieu de 13 et 5 mm. Ceci est vrai, que l’on compare l’urine à la solution de bichromate de potassium ou à la coloration donnée par une solution de créatinine à 1 %0 observées l’une sous 8 mm. 1, l’autre sous 8 mm. d’épaisseur.
C’est dans ce but que nous avons utilisé des prises d’essai de 10 em3 d’urine diluée à 12.
Dosage de la créatinine totale et de la créatine
L'intérêt de la remarque précédente croît dans le dosage de la créatinine totale. En effet, nous savons que nous sommes en présence de deux colorations : la coloration dûe à la créatinine totale (somme de la créatinine préformée et de la créatine exprimée en créatinine) et la coloration dûe au brunissement de l’urine. Si l’on opère sur 10 em3 d’urine, une fraction de la créatinine au-dessus de 1 gr. %o peut échapper au dosage. Mais la coloration brune entre en jeu augmentant la coloration de Jaffé. Dans ces conditions, les expérimentateurs qui croyaient doser la créatine ont vraisemblablement dosé l’augmentation de la coloration de base dûe au brunissement en milieu chlorhydrique. Nous ne sommes plus étonné d’apprendre que certains auteurs ont trouvé le même chiffre pour la eréatinine préformée et pour la eréatinine totale. Et, si parfois un chiffre plus élevé a été obtenu pour la première, il s’était sans doute produit une légère erreur dans sa détermination.
Ne V. — DOSAGE DES CORPS CREATINIQUES DANS L’URINE
Pour résumer les résultats obtenus dans ce travail, voici comment nous conseillons d’opérer pour le dosage des corps créatiniques dans l’urine.
Dosage de la créatinine préformée
Dans un ballon jaugé de 500 cm3, on met :
Trimestre MOT RO PRE SE CE 5 cm3 au, distillée Arcs re 15 cm3 Sol. d’acide picrique à 1,2% ..... 15 cm3 NaOE 8 O0 E SES ER RU RE 5 cm3
On agite et on attend 10 minutes exactement. On complète à 500 em3 avec de l’eau distillée et on mélange. On laisse en repos 5 minutes, puis on fait la détermination à l’aide du photocolorimètre de Hellige et de la courbe étalon.
Si on ne dispose pas d’un photocolorimètre, on utilisera le colorimètre de Duboscq. La solution de comparaison sera préparée de la manière suivante :
Dans un ballon jaugé de 500 cm3, on met :
Solution de créatinine à 1 %o ...... 8 cm3 BanudiStilliéen. 7 er RTE EeR 12 cm3 Solution d'acide picrique à 1,2% .. 15 cm3 Solution de NaOH à 10% ....... 5 cm3
On opère comme pour l’urine.
Cette solution étant observée sous 8 mm. d'épaisseur, on devra pour faire de bonnes lectures opérer pour l’urine entre 6 mm. 5 et 10 mm.5. Pour les chiffres inférieurs ou supérieurs à ceux-ci, on recommencera la réaction en prenant 2 em3, 5 ou 10 cm3 d’urine.
Si on ne dispose pas d’une solution de créatinine, on peut utiliser comme solution étalon une solution fraîchement préparée de bichromate de potassium à 24 gr. 54 %o. Cette solution étant observée sous une épaisseur de 8 mm., on devra pour faire de bonnes lectures opérer pour l’urine entre 13 mm. et 8 mm.
Me pet 2. Dosage de la créatine.
Dans un tube en verre pyrex de 50 cm8, on introduit 10 em3 d'urine diluée à 42. On ajoute 1 em3 d’HCI 10 N et on mélange. On obture le tube avec un bouchon traversé par un tube de verre effilé à sa partie supérieure. On met dans un B.M. bouillant. Après une heure de chauffage, on refroidit dans un courant d’eau froide. On ajoute une pincée de charbon animäl purifié du Codex (0 gr. 02) et on agite. On dispose sur un baïlon jaugé de 500 cm3, un petit entonnoir muni d’un filtre sans plis. On filtre le contenu du tube. Lorsqu'il ne reste plus de liquide sur le filtre, on rince le tube trois fois avec 2 em3 d’eau distillée que l’on recueille chaque fois sur le filtre. Après filtration totale, on ajoute 1 em3 de NaOH 10 N pour neutraliser et on continue le dosage comme pour la créatinine préformée.
CONCLUSIONS
Au cours de nos recherches, nous nous sommes proposé l’étude du dosage de la créatine dans l’urine au moyen de la réaction de Jaffé. Les principaux résultats qui découlent de ces travaux peuvent se résumer ainsi :
1) Les conditions du dosage de la créatinine en solutions pures ont été reconsidérées et précisées. Une courbe étalon a été construite; elle a été utilisée pour toutes nos déterminations.
2) La transformation de la créatine en créatinine a été examinée sur des solutions pures. Les vitesses de transformation en présence d’HCI N/1, déjà utilisé pour les méthodes courantes, et en présence d’'HCI 10 N ont été comparées. Les résultats obtenus ont permis de modifier le dosage de la créatine par l’emploi d’'HCI 10 N avec un bénéfice de temps de trois heures et en utilisant un matériel simple.
3) Le dosage de solution contenant des corps créatiniques en mélange à des concentrations proches de l’urine a été effectué en appliquant les résultats obtenus.
4) Au moyen des données établies sur des solutions pures, le dosage de la créatinine préformée dans l’urine a pu être précisé.
5) Nous avons remarqué le brunissement de l’urine en milieu chlorhydrique et à chaud. Nous avons pu établir qu’il est cause d’une erreur dans le dosage de la créatinine totale et par suite dans la détermination de la créatine. Cette erreur est considérable pour la créatine, puisque dans certaines conditions elle peut atteindre 300 %.
6) Nous avons déterminé par une méthode originale les conditions d'élimination du brunissement. Nous avons vérifié que l’erreur dans le dosage de la créatine est supprimée par cette méthode.
7) Résumant enfin les résultats obtenus, nous avons donné une critique des méthodes utilisées antérieurement pour ces dosages.
8) Nous avons indiqué de facon détaillée une méthode de dosage des corps créatiniques dans l’urine.
Nous espérions terminer cette étude par le dosage des corps créatiniques dans le sang. Les difficultés que nous avons rencontrées
ne l’ont pas permis. Mais nous souhaitons de pouvoir un jour reprendre notre travail dans ce sens.
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