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Utilisation d’'une montmorillonite,
la terre de Bezenet, dans le dosage sélectif
de la créatinine sanguine
des ruminants domestiques

par Cl. LABOUCHE

Au cours d'une éiude de la filtrafion glomé-
rulaire rénale chez des ruminants domestiques,
nous avons dosé la créatinine du sérum sanguin
selon JAFFE. Par cette méthode, une molécule
de créatinine sanguine s'unit @ une molécule
d'acide picrique ainsi qu'd un nombre variable
de molécules de soude et d'eau pour donner
des composés de couleur rouge,

La réaction n'est pas spécifique. |'acétone,
i'acide acétylacétique, le méthylglyoxal, 1'acide
glycuronique, I'acide ascorbique, certains glu-
cides et divers protides peuvent la fournir. Des
fechniques de destruction de ces chromogénes
ont été proposées, mais le plus souveni on pré-
fere exiraire la créatinine en |'adsorbant sur une
substance appropriée (réactif de LLOYD, ben-
tonites commerciales) (1) (2). La créatinine éluge
subit alors la coloration, & I'abri des interven-
tions parasites.

Les agents adsorbants classiques nous faiscnt
défaut, nous avons pensé qu'une argile mont-
morillonite, la terre de BEZENET (Allier) ou
Jagolithe, dont MEUNIER avait autrefois proposé
I"utilisation pour classer les huiles de poisson
suivant leur richesse en vitamine A (3) pourrait
peut-étre les remplacer.

Ceite terre, de couleur grise, est formée de
grains de. taille variable ainsi que le montre
I'essai de tamisage résumé ci-dessous,
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Traversant le Arrété par  p. 100 du poids
tamis le tamis total de l'argile
Ne Ne tamisée
45 -+ 0,06
45 60 2,7
60 80 46,8
80 100 304
100 190 16,9
120 — 3.2

La lagolithe est colorée en blev par la
benzidine en solution acétique, en vert clair
par I'aniline et en brun rouge par la paraphény-
lenediamine. La réaction est acide en présence
d'vne solution agueuse d’hélianthine.

Avant de I'utiliser pour le dosage de la créa-
finine, nous avons envisagé les poinis suivants :

—- pouvoir adsorbant et influence de la gra-
nulation

— action sur les spectres d'absorption lumi-
neuse

—~ action sur la couleur des selutions alcalines
d’acide picrique

—- vérification de la loi de BEER-LAMBERT

— essqis de récupération des surcharges de
créatinine

— sélectivité de I'adsorpfion

. — Etude duv pouvoir adsorbani
de ia lagolithe

On évalue le pouvoir adsorbant de I'argile en
mesurant la plus pefite quantité capable de
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fixer un poids donné de créatinine en présence
d'acide sulfurique et de tungstafe de sodium,
agents déféquants habituellement préconisés dans
le dosage de la créafinine sanguine. (1)

Dans des tubes & centrifuger coniques, on
place successivement : '

Solution de créatinine (6 ou 10y/cm®).. 2 ml
Fau distillée ...t 3ml-
Na tungstate (solution @ 10 p. 100) .... 1 ml
Hy SO, (0,67 N).o o 2ml

Aprés homagénéisation du mélange, on ajoute
des quantités variables de ferre de Bezenet. On
agite trois fois en dix minutes d l'aide d'une
baguette de verre, puis on centrifuge & grande
vitesse pendant dix minutes. Le surnageant est
enlevé el les tubes sont retournés sur du papier
filire afin de réaliser un égouttage aussi parfait
que possible du culof, Pendant ce temps on pré-
pare un tube témeoin contenant ssulement deux
centimétres cubes de la soluticn de créatinine
et un « blanc» constitué par deux centimétres
cubes d'eau distillés,

On ajoute ensuite 4 tous les tubes 7,5 em® de
réactif picro-sodé ainsi que 2 cm?® d'eau distillée
4 ceux contenant de 'argile afin de rétablir 1'éga-
lité¢ de volume avec le tube témoin et le blanc.

Aprés agitation et dix minutes de contact, on |

centrifuge pendant dix minutes. La densité
opiique des surnageants esf mesurée au spectro-
photométre Beckman @ 520 my et exprimée en
pourcentage de la densité optique du témoin.

a) Pouveir adserbont de Ja Jagolithe non famisée.
La solution de créatinine utilisée contenait
Erfcmd
Densité optique

Quanfité du surnageant
d'argile (p. 100 de la densité
(9} optique du témoin)

0 100
0,1 75
02 M
04 109

|'adsorption est compléte & partir de 0.2 g.
L'activité est donc inférieure a ceile du réactif
de Lloyd ou & celle des bentonites pour lesquels la
quantité maximale fixée est de 1 p. 100 du poids
de I'adsorbant. On remarquera également que
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lorsque |'adsorption est compléte, la densité

optfique est supérieure a celle du t##moin d'en-
viron 10 p. 100.

b) Pouvoir adsorbant et granulation de la Jago-
fithe.

Nous avons vérifié I'influence de la grosseur
des grains dargile sur le pouvoir adsorbant par
un protocole identique au précedent mais en
utilisant des solutions & 10 pg de créatinine au ml.
L'argile est passée 4 travers une série de tamis
en bronze de numérotation : 60, 80, 100 et 190,
On a ainsi obtenu les fractions suivantes :

A :iraverse la maille 190
B. : traverse la maille 100 et est retenue par la

maille 190

C : traverse la maille 80 et est retenue par la
maille 100 .

D : traverse la maille 60 et est retenue par la
maille 80

E : est refenue par la maille 60

Les pourcentages moyens de créatinine fixée
en fonction du poids de I'argile et de la grosseur
du grain de Jagolithe sont réunis dans le tableay
suivant,

Poide dtargile on cemtlgrammes.
Fraction| 5 10 20 40 2] =) 100
A les | o5 [ 10| s6
B 54 T4 96 | 103 1105
C 34 50 " 97,5(108
iy 4C 51 80 ES 85 60
E 55 B5 81 B6 T4

On remarquera :

1¢ Que la quqnfi’ré d'argile nécessaire pour
adsarber 20 ug de créatinine est de 20 ¢g pour A,
de 20 & 40 cg pour B, de 40 a 60 cg pour C.

20 Que les fraciions les plus grossiéres (D et E)
ne semblent pas permetire une fixation compléte.

30 Qu'un excés d’argile se fraduit par une
diminution du pourcentage de rétention (A, D, E,).

40 Que lorsque la récupération de la créatinine
est compléte, elle est |égérement superieure @
100 p 100.
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MNous avens alors essayé de confirmer (2°) et
(3%} de la maniére suivante : Le surnageant de la
premiere centrifugation est recueilli et on y
ajoute 20 cg de la fraction A, quantité que nous
venons de vérifier comme suffisante pour adsor-
ber la créatinine qui n'aurcit pas é¢ retenue,
On opére ensuite comme précédemment. En
aucun cas, Nous n'avens pu metire en évidence
la présence de créalinine dans les surnageants
lorsgu'on utilise 40 cg de A, 60, 80, 100 cg de D
ou deE.

L'adsorption est donc dans tous les cas com-
pléte, mais les capacités d'absorption lumineuse
ont été sans doute modifides.

2. — Influence de la lagolithe
sur les specires d'absorption
des complexes créatinine-acide picrique,

La coloration a été développée & partir d'une
solution pure de créatinine sans utilisation de
I'argile (coloration témoin) et aprés action de
quantités variables de Jagolithe (fractions A,
D, E) :

La densité aptique est délerminée pour des
lumigéres de longueur d’onde comprise entre
450 et 560 my. Pour chaque spectre, on égale la
densité optique maximale a 100, les autres D, O,
étant alors exprimées en pour cent du maximum
d'absorption. ‘

lLes résultats obfenus sont consignés dans le
tableau figuré a ta page suivante :

Les specires correspondants sont représentés
dans les figures 1, 2, et 3,

On remarquera que le maximum d'absorp-
tion lumineuse situé @ 480 my pour le témoin se
deéplace vers |les grandes longueurs d'onde en
présence de |'argile. On note ainsi, suivant les
cas, des maxima d'absorption a 495, 500, 505,
510 mp. tandis que 'absorption vers. les courtes
longueurs d'onde diminve.

Ces déformations specirales permettent dlex-
pliguer que les récupérations de créafinine
puissent &re supérieures & 100 p. 100,

En conséquence nous pouvons déja dire que
lors d'un dosage éventuel de la créatinine

~..av moyen de Jagolithe, les solutions étalons

devront &tre traitées par les m&mes guantités
d'argile de méme gualité que les échantillons
soumis aux dosages.
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3. — Influence de la lagolithe
sur la coloration de fa solution alealine
d'acide picrigue

Au cours de I'élution de la créatinine et du
développement de la coloration, un excédent
de réactif picro-sodé reste inemployé. On peut
se demander, par conséquent, si sa couleur
propre ne pourrait pas ére madifiée par contact
avec |'argile.

Nous avons donc comparé {'absorption [umi-
neuse du réaclif avant et aprés contact avec la
Jagolithe (20 cg de fraction A pour 7,5 cm?® de
réactif) le réactif étant séparé ensuite de 'argile.
par centrifugation. On note alors une légere
intensification. de la couleur, la solufion ne
laissant alors passer que 98 p. 100 de la lumiére
traversant le réactif seul.

Il sera donc nécessaire de traiter les blancs de
ta mé&me maniére que les échantillons a doser.

4. — Vérification de la loi de BEER-LAMBERT
avec des solutions pures de créatinine

La technique 'suivante a été suivie. Des
gammes de concentrations croissantes sont
ainsi réalisées,

tube Oltube 1[|tube 2 [tube 3

aoiutinn de créatinine

a 10 ]Ag/ml,ml ¥} 1 2 3
Eau disillide, ml 3 2 1 0
Nia tungstate tOp.100,ml| 1 1 1 1
50,H,,(0,67 N), wl 2 2 2 2

Suivant les cas, on utilise les quantités sui-
vantes d'argile :
Fraction A ... ... . iis, 20 cg
Fracion B ...l 40 ¢g
FractionC ... ..ot 40 cg
FradionD.....oooovvi i 60 g
Fractien E...... ..ol 60 cg

On vérifie que I'adsorption est compléte pour
les concenirations les plus élevées de créatinine,
par la méthode exposée en (2, b)
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b Fraction A Fraction B Praction E
m Hémoin
20 cz| 40 cg | 40 oz| 60 ez | B0 cg | 100 cg| B0 og |80 g 100 o

450 60 66 46 - - - - 56 | 51 6
460 B2 9% 72 -~ | 65 | 56 11 | 64 | 52 2
465 84 - - - | 68 |58 1 | 6 |6 -
470 93 95 78 6 | 7 | 6 1o | 7 |56 4
475 98 % 81 & | 75 | 6 13| 74 | %8 -
480 | 100 97 I 7 | 19 | 69 27 | 81 | 8 21
485 59 9% 69 86 | 89 | &3 57 | 89 | 82 51
490 9,5 | 99 |. 87 % | 9% | 9 B | 9% |9 74
495 | 93,5 | 100 90 9 | 99 | 95| 9 | 9% | 9 88
500 89,5 | 99 95 | 100 |igo 100 98,5100 |100 96
505 a4 %8 99 g7 | o7 |99 |io0 | | 9 | 100
510 78 95 | 100 95 | o4 | 95,5| 98,5| 94 | % 99
515 | 7 8 | 96 | - | o o5l o5 |68 |es | o
520 61 80 a0 76 78 80 84 iisi 80 88
525 52 - - - & | 1 | - - -
530 43 &t | T2 56 | 57 | 59 61 {57 | B | 66
535 34 - - - a1 | 49 51 | - - -
540 26 40 | 5 37 | 31 | 38 s | % | 46
545 19 - - - 3 | 3 3 | - | - -
550 14,5 26 37 24 24 25 26 24 24 32
560 1) - - 15 15 16 17 8 16 22
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Les densités optiques sont mesurées a diffé-
rentes longueurs d'onde et la droite de régression
concentration = { (densité optique) est calculée
par la techniqgue des moindres carrés. Les
valeurs calculées sont alors comparées aux
concentrations réelles et |'erreur relafive est
évaluée.

A tifre indicatif, nous reproduisons ici les
résulfatls obtenus avec la Jagolithe A (20 cg).

La précision est bonne a-toutes les longueurs
d'onde et la droite de régression passe irés prés
de l'origine des axes de coordonnées.

Par confre la concordance est mecins safis-
fuisante entre les valeurs calculées et les valeurs
réelles pour les grcnulations plus fortes et
I'erreur augmente avec la grosseur des grains,
ainsi que le montre le tableau ci-dessous obtenu

pour une k = 470 mp.

Gantité de créatinine par tube & essai, en pg
A Equation de régression 10 20 3o ‘
mi. | pg Créatinine =£. (D.0.) ,
quantité | Erreur quantité |Erreur gquantité | BErreur
caloulés | relative | caloulée |Telative | calculée | relative
pe % ne % re %
470 | Cr ==0,12 + 82,7 D,0, 10,05 0,5 19,97 0,15 30,02 0,06
480 | Cr ==0,09 + 71,7 D.O. 10,09 0,9 20,12 0,6 29,58 0,4
490 | C» =0,05 + 70,5 D.O. 10,0% 0,3 - 20,11 0,5 29,7 0,3
500 | Cr =0,10 + 73,6 D.0. 10,05 0,25 20,21 1 29,85 0,45
510 | Cr :—0,0? + 84,5 0,0, 9,95 0,5 20,17 0,85 29,9 0,33
antité de créatinine par tube & essai, en pg
Bquation de régression 10 20 i
Fraction |pg Créatinine =f.(D.0.) quentité | Erveur quantité | Erreur quantité | Erreur
calculde | relative | caleulde | relative | caleulée | relative
pe % pe % it %
A ¢r = 0,12 + 82,7 D.0, 10,05 0,5 19,97 0,15 30,02 0,06
B Cr = +0,15 + 80,6 D.0. 9,33 6,7 21,02 5,1 29,49 1,5
[ cr ='+0,32 + 99‘9 .0, 9.1 8.9 2 |1 5'5 2995 1|5
D Cr = =0,91 +105 D.O. 1,1 10,6 20,9 4,6 28,9 3,3
E Cr=<1,11 +97 D.0. 11,5 14,8 20,98 5 28,67 4,4
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5. — Vérification de la [ol
de BEER-LAMBERT avec du sérum
sanguin

Au cours de cetfe vérification, des quantités
croissantes de sérum déféqué ont eté mises en
ceuvre, la déproféination étant conduite de la
maniére suivante :

SEFUM SANGUIN. ..o errnaens 2 ml
Eau distillée ...............00, 3ml
Na tungstate a10 p. 100 . ...... 1 mi
Hy SO, (067N} «.ooinan 2 ml

On récupére le surnageant obtenu par centri-
fugation ef on le soumet @ I'action de 20 cg de
lagolithe A, puis a celle du réaciif picra-sodé.

Les résultats obtenus sont les suivants :

Sérum sanguin quantité calculée

utilisé, mi ml
1 1,02
1,25 1,28
1,50 1,50
1,75 1,72
p 1,98

Par conséquent, qu'il s'agisse de solutions
pures de créatinine ou de sérum sanguin déféque,
il existe une proportfionnalité enire la densité
optique et les quantités de créatinine mises en
jeu.

6. — Essais de récupération
_de surcharges de créatinine

Avant défécation, on gjoute au .sérum des
guantités croissantes de créatinine. Nous repro-
duisons ici des résultats d'un essai qui montrent
une récupération satisfaisante des surcharges
ainsi réalisées.

Surcharge réalisée
ug Créatinine

Surcharge récupérée
pg Créatinine

0 D
25 2,6
5 51
7.5 7.4
Y 10 10,2
15 151
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La déprotéination du sérum ne se traduit donc
pas par une perte de Créafinine.

7. — Sélectivité de I'adsorption

Parmi les nombreuses substances qui peuvent
donner une réaction Jaffe positive, nous avons
testé le comportemnent de I'acétone ef du glucase.

En solution, ces substances ne sont pas adsor-
bées par la Jagolithe. Ajouviées & des solutions
pures de créatinine ou aux sérums, elles ne
modifieni pas les résultats des dosages.

8. — Technique de dosage adopiée
pour la créatinine sanguine

A. — Réactifs :
1) Selution mere de créatinine :
Créatinine pure Merck ..... 0,250 g
HOOT N e qs 250 ml

conserver en flacon teinté sous toluéne.

2) Solution de créatinine & 10 ugfcm? :
Préparer extemporanément a pariir de Ia
solution mére par dilution au 1/100.

3) Acide picrigue recristallisé de ['acide acétique

Dissoudre 100 g d'acide picrique dans 150 m!
d’acide acétique glacial dans un Erlenmeyer,
en chauffant. Poursvivre le chauffage jusqu'a
ébullition. Filtrer surfiltre & plis dans un entonnoir
sec et chaud. Recueillir le filtrat dans un flacon
sec. Recouvrir d'un verre de montre et laisser
une nuit a la température ambiante. Filtrer sous
vide sur verre friité, laver avec de |'acide acé-
tique glacial froid. ‘Continuer I'aspiration jus-
qu'da disparition de I'odeur d'acide acétique et
sécher a 80-90¢ en maintenant un courant d'air.

4) Solution saturée d'acide picrique :
Acide picrique recristallisé
Eau distillée
5) Réactif picro-sodé :
Solution saturée d'acide picrique 55 mi
MNAOH 25N}y ........... Qs Mml
Eau distillée ............ Qs 200 ml
6) Acide sulfurique 0,67 N
7) Sodium tungstate, solution aqueuse 10 p. 100
a préparer extemporanément.
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8) Préparation de lo jogolithe A

Placer I'argile pendant une nuit a V'étuve &
100-105¢ C. Broyer finement au mixer, Tamiser
el canserver la lagolithe traversant la maille
de bronze n® 190.

B. — Technique :

a) défécation du sérum ;

Introduire dans un tube & cenfrifuger conigue :

SErUM L e 2 mi
Eau distillée ..o, 3Imi
Na tungstate 10 %, T ml
FoSO, 067N L 2 ml

Mélanger avec un agitatevr, Centrifuger 10
minutes. Décanter le surnageant,

b) Préparation de la gamme étalon :

Introduire dans trois fubes & centrifuger
coniques :
tubeQ tube1 tube2

¢) Extraction de la créatinine,

Introduire dans un tube & centrifuger conique
4 ml du liguide de centrifugation des sérums
déprotéinés.

Ajouter dans tous les tubes (sérums dépro-
teinés et gamme étalon), 25 cg de Jagolithe A
(une mesure peut étre confectionnée & cet effet).

Agiter avec une baguette de verre trois fois
en dix minutes. Rincer I'agitateur. Centrifuger
pendant 10 minutes. Rejefer |e liquide surnageant,
laisser égoutter les culots de centrifugation.

d) Développement de la coloration.

Ajouter dans chaque tube 7,5 ml de réuclif
picro-sodé. Agiter pour remeftre le culot en
suspension irois fois en dix minutes. Centrifuger
pendant dix minutes et recueillir le surnageant
dont on détermine la densité optique & 520 mp.

e) Calculs -

A |'aide de la gamme étalon, établir la formule
de regression donnant la concentration en
fonction de la densité optique, (méthode des
moindres carrés), Utiliser cefte formule pour le

Solution créatinine & calcul des cencentraiions sanguines.
10 pg/em® ..ol 0 Tml 2ml
Eau distitlée, ml ...... 5 4 3 Laboratoire notional de recherches vétéringires
Na tungstate 10 p. 100 1 1 (. de Dakar-Hann-5énégal
H, SO, 0,67 N, ml. 2 2 2 Laberatfoire de biochimie.
RESUME

La créatinine sanguine peut &tre électivement adsorbée sur une argile montmorillonite, la ferre
de BEZENET (lagolithe). Aprés élution, la créatinine peut &tre soumise & un dosage colorimétrique
basé sur la réaction de JAFFE. La méthode proposée repose sur les points expérimentaux suivants :

18 Le pouvoir adsorbant de I'argile est d’auvtant plus fort que la taille des grains est plus faible.

Il est inférieur & celui du réactif de Licyd.

29 Les spectres d'absorption Jumineuse des complexes colorés créatinine-acide picrique dépen-
dent de |a quantité et de la granulation de la Jagolithe utilisée. Avec une argile grossiére le maximum
d'absorption se déplace vers les grandes longueurs d’onde tandis que Yintensité de cefte absorption

diminue pour les courtes longueurs d'onde.

3¢ La coloration propre du réactif picro-sodé s'infensifie légérement au contact de I'argile.
40 Les complexes colorés obtenus aprés éluiion suivent de trés prés da loi de BEER-LAMBERT
lorsqu'on utilise une argile traversant les tamis n® 190, Avec des granulations plus fortes, les résultats

sont moins bons.

39 Avec le sérum sanguin déprotéiné (Na tungstate-SO.H,)
proportionnalité entre coloration et concentration.

on note également une bonne

6° Les surcharges de créatinine ajoutées au sérum sont quantitativement récupérées.
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SUMMARY

Use of montmorilicnite {the chay of Benezet)
in the selective dosage of the blood oreatinine of the domestic ruminants

The blood creatinine can be electively adsorbed upon a montmarillonite, the clay of Benezet
(Jagolithe). After elution, the creatinine can be estimated by the colorimetric dosage based on the reac-
tion of Jaffe. The proposed method is based on the following experimental points :

10 The adsorbing capacity of the clay is the higher as the size of the grains is small. It is |nfer|or
to one of the Lloyd's reagent.

20 The spectra of luminous absorption of the coloured complexes creatinine-picric ac:d are
dependent on the quantity and the granulation of the Jagolithe used. When a coarse clay is used, the
maximum absorption is seen with the long wave-fengthes whereas the intensity of absorption-decrea-
ses for the short wave-lengthes.

30 The colouration itself of the reagent picro-sodic increases slightly by contact with the clay.

4o The coloured complexes obtained after elution follow very closely the law of Beer-Lambert
when the clay filtered through sieves ne 190 is utilized. The resulis are not so good when bigger gra-
nulations are used. T

5¢ With the proteinless blood serum (Na tungstate-H,50,), there is a good proportionality bet-
ween colourafion and concentration,

'6¢ The added overcharges of creatinine to the serum are quanhqulvely recovered.

RESUMEN

Uiilizacién de una monimerillonita, |a tierra de Bezenet,
en la dosificacién selectiva de la creatinina sanguina de los rumiantes domésiicos

La creatinina sanguma puede quedar electivamente absorbida por una arcilla méonimorilloni-
fica, la tierra de Benezet (Jagolithe). Previa elucién, la creatinina puede quedar someﬂda a una
dosificacién colorimétrica fundada en la reaccidn de Jaffe. El método propuesta toma apoyo en los
puntos experimentales siguientes :

10 El poder adsorbente de la arcilla es tanto mas fuerte cuanto més reducida es la dlmen5|on
de los granos, siendo inferior al del reactivo de Lloyd.

20 Los espectros de absorcidn luminosa de los complejos coloreados creatinina-acido picrica
dependen de la cantidad y de la granulacién de la Jagolithe utilizada. Con una arcitia basta, la absor-
cibn maxima se desplaza hacia las grandes longitudes de onda, mientras que la intensidad de esta
absorcion disminuye para las cortas longitudes de onda. :

3o La coloracién propia del reactivo picro-sodade se intensifica ligeramente al enfrar en con-
tacte con la arcilla.

40 Los complejos coloreados obtenidos después de la elucidn son muy semejantes a las condi-
ciones de la ley de Beer-Lambert cuando se utiliza una arcilla que pasa por la malla 190. Cuando
se opera con granulaciones mas fuertes, los resultados son menos buenos.

50 Con el svero sanguineo desproteinade (Na Tungstato-SO,H,) se pone de manifiesto, asi-
mismo, una buena proporcionalidad entre coloracién y concentracian.

é° Las sobrecargas de creatinina afiadidas al suero quedan quantitativamente recuperadas.

BIBLIOGRAPHIE | KAYSER, (F.). MOLITOR, (A). — Ann. Biol.
Clin., (1956) 14, 224-228. '
KAYSER, (F), MOLITOR, (A). — Annafes | MEUNIER, (P.), VINET, (A). — Bull. Soc.
Pharm, Franc. (1956) 14, 197.208. Chim. Biol., (1943) 25, 327-331.
49



