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Introducere 
Nivelul creatininei urinare este utilizat pentru a recalcula concentra�iile multor metaboli�i la estimarea vitezei de 
excre�ie a lor cu urina, în cazurile în care colectarea urinei nictemerale este dificil�. Metoda Jaffe, bazat� pe reac�ia de 
reducere a anionului picrat în picramat cu creatinina şi utilizat� pe scar� larg�, este simpl� şi ieftin�, dar nu-i suficient 
de selectiv� fa�a de alte substan�e reduc�toare, care pot fi prezente în urina. La pacien�ii cu alcaptonurie (AKU), 
acidul homogentisic (HGA), un metabolit anormal, este excretat cu urina în cantit��i destul de mari. În condi�iile 
metodei Jaffe, HGA nu interac�ioneaz� imediat cu acidul picric, dar se oxideaz� în mediu alcalin cu oxigenul 
atmosferic, formând produse de culoare închis� (Fig. 1), fapt ce duce la rezultate majorate considerabil pentru 
creatinin�. 

Scopul lucr�rii:  Crearea unei variante a metodei Jaffe selective fa�� 

de acidul homogentisic. 

Materiale şi Metode 
Spectrofotometru UV-VIS "Lambda-25" (Perkin Elmer), probe de urin� 
normal� şi de la pacien�i cu alcaptonurie, substan�e de referin�� creatinin� şi 
HGA, reagen�i (acid picric, hidroxid de sodiu). 
Descrierea metodei elaborate: 
Toate opera�iunile s-au efectut la temperatura aerului 20°C ± 1°C, 
ad�ugând probele şi reactivele la aceiaşi temperatur�. 
La 20 ml urin� de analizat sau solu�ie standard creatinin� »1 mg/ml (8.84 
mMol/l) se adaug� 1.6 ml ap�, 0.4 ml solu�ie acid picric 1% şi, în ultimul 
rând, 0.4 ml solu�ie hidroxid de sodiu 0.75 Mol/l; se agit� scurt. Exact dup� 
3 minute de la ad�ugarea solu�iei hidroxid de sodiu se m�soare absorban�a 
optic� la lungimile de und� 520 şi 600 nm. Solu�ie de compensare se 
foloseşte proba preparat� din 20 ml ap� în loc de urin�. Concentra�ia 
creatininei în urin� (X, mMol/l) se calculeaz� conform formulei: 
 
 
 
în care: CSt –  concentra�ia solu�iei standard creatinin�, mMol/l; AU,520 şi 
AU,600 – valori de absorban�� optic� a probei, preparate din urin�, la 520 şi 
600 nm corespunz�tor; ASt,520 şi ASt,600 – valori de absorban�� optic� a 
probei, preparate din solu�ia standard creatinin�, la aceleaşi lungimi de 
und�. 

Rezultate 
Pe baz� analizei spectrelor UV-VIS ale probelor model (Fig. 2) s-au selectat 2 lungimi de 
und� pentru m�surare: 520 nm, utilizat� şi în metoda Jaffe tradi�ional� datorit� raportului 
optim dintre absorban�a acidului picramic (produsul reducerii acidului picric cu creatinina) 
şi absoban�� de fon a reactivului, şi 600 nm – în afara benzii de absorban�� a acidului 
picramic. Coeficientul 2.3 în formula de calcul este raportul dintre valorile absorban�ei 
produselor de oxidare a HGA în mediu alcalin la 520 şi 600 nm. Totodat� s-a observat c�, în 
prezen�a HGA, r�spunsul analitic pentru creatinin� scade în timp, probabil din cauza 
interac�iunii dintre acidul picramic şi produsele intermediare a oxid�rii HGA de natur� 
chinon�. Din acest motiv reac�ia trebuie de efectuat la temperatur� constant� şi în timp 
limitat. 
 Metoda propus� a fost testat� pe probe de urin� de la pacien�ii cu alcaptonurie (AKU 1, 
AKU 2, AKU 3, AKU 4) şi cu fenilcetonurie (urin� f�r� HGA) (Control 1, Control 2, 
Control 3), comparând rezultatele cu cele ob�inute prin metoda HPLC, utilizat� ca metoda 
de referin�� (Tabelul 1). Metoda ofer� rezultate veridice pentru creatinina urinar� 
independent de prezen�a HGA. 

Concluzii:  A fost creat� o variant� simpl� şi fiabil� a metodei Jaffe, cu m�surarea la 2 

lungimi de und�, util� pentru determinarea creatininei urinare la pacien�ii cu alcaptonurie. 

Cuvinte-cheie:  Creatinin�, Alcaptonurie, Metoda Jaffe. 
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Tabelul 1 
Rezultatele analizei unor probe de urin� de la pacien�ii cu alcaptonurie şi fenilcetonurie prin diferite metode 

Proba 

 

Metoda Jaffe, 
cu 1 lungime de und� 

Metoda Jaffe modificat�, 
cu 2 lungimi de und� 

Metoda de referin�� 
(HPLC) 

Creatinin� Creatinin�, 
mMol/l 

HGA, 
mMol/l 

Valoarea 
medie, 
mMol/l 

Abaterea 
mediei1, 

% 

Precizia2, 
% 

Valoarea 
medie, 
mMol/l 

Abaterea 
mediei1, 

% 

Precizia2, 
% 

AKU 1 15.7 76.2 0.87 8.49 -4.7 3.8 8.91 22.7 

AKU 2 22.3 130 0.85 11.3 16.5 1.8 9.70 32.5 

AKU 3 8.77 108 0.77 4.50 6.6 1.9 4.22 10.8 

AKU 4 26.7 81.6 1.3 15.3 4.1 1.6 14.7 39.5 

Control 1 3.82 5.8 1.3 3.89 7.8 1.1 3.61 n/d3 

Control 2 12.1 -5.5 1.7 12.8 0.0 1.8 12.8 n/d3 

Control 3 7.14 -3.8 0.61 7.29 -1.8 0.83 7.42 n/d3 

1 Abaterea mediei de la valoarea determinat� prin metoda de referin��; 
2 Precizia este exprimat� ca coeficientul de varia�ie al rezultatelor analizelor repetate a unei probe 
analizate; 
3 n/d – n-a fost depistat. 
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Fig. 2. Spectrele UV-VIS ale probelor
model, preparate din solu�iile stoc de
creatinin� (8.84 mMol/l) şi HGA (25
mMol/l).
Not�: Solu�ie de compensare s-a folosit ap�
pentru "blank" şi "blank" pentru alte probe.


