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126. MBthode de dosage des ureido-acides. Dosage dans l’urine du chat 
apres injeetion de la d, I-phenylalanine 

par F. Leuthardt et R. Brunner. 
(10 IV 47) 

Diffkrents auteurs ont isol6, aprhs administration d’acides 
amin&, les urkido-acides correspondants dans l’urine concentrde des 
animaux. Or, il semble qu’il s’agisse, dans la plupart des cas, de pro- 
duits artificiels, car les urkido-acides se fornient facilement si l’on 
chauffe en solution aqueuse les acides aminks en presence d’uree 
(Baumann et Hoppe-Xeylerl) ,  Lippich,) ,  Dakin3), Weiland4)). 

Seule une observation de Dakin5) permet de supposer que le 
cikrivk de l’urke se trouvait dkjh dans l’urine native. Aprks injection 
intraveineuse de grandes quantites de d,l-phdnylalanine chez le chat, 
eet auteur observa une substance cristallisant spontanement et dont 
le point de fusion et la teneur en azote correspondent B la N-carba- 
minyl-phknylalanine inactive, C,H,. CH, . CH(NHCONH,) COOH. Le 
seul ur6ido-acide dont on sait avec certitude qu’il peut &re synthdtist! 
par l’organisme, B partir de l’acide amink correspondant, est la citrul- 
line, que l’on trouve comme produit intermkdiaire de la synthhse de 
l’ur6e dans le foie (Krebs et HenseZeiP). La preuve de la formation de 
cette substance fut d’abord indirecte: On admit que la citrulline se 
formait comme produit intermkdiaire, parce qu’elle acc8lkre de faGon 
semblable Bi l’ornithine la formation de l’urke dans les coupes de foie 
en survie. Recemment, Gornall et Hunter’) ont mis directement en 
kvidence l’accuniulation de la citrulline A l’aide d’une m6thode colo- 
rimhtrique suffisamment spbcifique (rkaction h la diacktyl-monoxime 
d’aprhs Pearon*). I1 serait trhs important, en vue de la synthhse de 
l’urke, de pouvoir ktudier par un exemple independant la formation 
d’un composk renfermant le groupement carbamidique, qui serait 
semblable a celle de la citrulline. Le dosage des urkido-acides s’effectne 
par extraction de la solution acide avec de l’kther ou de l’acktate 
d’ethyle. La substance extraite est ensuite eristalliske et pesee (Dakinj5), 
W~eiZand~), Embden et 8chmitxQ)). I1 est evident que cette mkthode en- 

l) E. Baumann et P. Hoppe-Seyler, B. 7, 34 (1874). 
2, P. Lippich, B. 39, 2953, 2974 (1906). 
3, H .  D. Dakin, J. Biol. Chem. 8, 25 ( l Q l O / l l ) .  
4, W.  Weiland, Bioch. Z .  38, 385 (1912). 
5,  H. D. Dakin, J. Biol. Chem. 6, 235 (1909). 
6, H. A. Krebs et K. Henseleit, Z. physiol. Ch. 210, 33 (1932). 
7, A. C. Cornall et A.  Hunter, J. Biol. Chem. 147, 593 (1943). 
s, W .  R.Fearon, Biochem. J. 33, 902 (1939). 
9, G. Embden et E. Schmitz, Bioch. Z. 38, 393 (1912). 
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traine des pertes considdrables et que de faibles quantites ne se 
laissent pas deceler du tout, a cause des difficult& de faire cristalliser 
la substance dans les extraits d’urine. Si l’on veut poursuivre 1’6tude 
du problisme de la formation physiologique des ur6ido-acides, des 
mdthodes de dosage sensibles sont indispensables. 

Apriss diverses experiences, nous sommes arrives h, un procede 
qui permet de determiner des acides ur6idds jusqu’h la quantite de 
15-20 mgr., avec un rendement de SO-SO%. La mdthode est basbe 
sur les deux observations suivantes : 

lo Les deriv6s carbaminyles des mono- et di-carboxy-acides sont 
retenus quantitativement par la colonne d’Al,O, acide (anionotrope) 
de Wielandl);  ils peuvent Btre BluBs par Ba(OH),. 

chaud avec du permanganate (ou H 2 0 2 )  en 
solution acide, ces substances donnent lieu k la formation d’urde, avec 
un bon rendement . 

obtenir les quantitds th6oriques 
d’urke, mais il est possible que la m4thode puisse encore &re perfec- 
tionnde. 

L’hydrolyse de l’ur6e en fonction du pH a B t B  dtudiee rdcemment 
par Warner2). Les constantes d’hydrolyse 6valut5es par cet auteur per- 
mettent de conclure que les pertes par hydrolyse ne ddpassent pas 
10 yo de l’urhe totale dans les conditions de nos experiences. Pendant 
l’oxydation, qui correspond a celle des amino-acides (Dakin3), Lang4)), 
il y a formation d’alddhydes (et probablement d’acides carboxyliques), 
qui n’ont pas B t B  examinds de prks. 

Pour les dosages dans l’urine, nous avons d’abord extrait les 
ur6ido-acides avec de 1’6ther. Cette extraction permet d’kliminer 
l’acide urique, qui est absorb6 partiellement par la colonne acide 
d’oxyde d’aluminium. 

La mdthode est suffisamment specifique pour les recherches que 
nous nous sornmes proposP de faire. L’acide urique, qui donne de 
l’ur6e par oxydation par le permanganate de potassium, n’est pas 
extrait par l’dther et de plus, il ne serait que faiblement retenu par 
la colonne acide d’Al,O,. On ne trouve dans l’extrait 6th6rd que de 
petites quantitds d’urbe, mais cette substance n’est pas retenue par la 
colonne. Parmi les corps, extraits par l’kther, l’acide hippurique et ses 
homologues sont absorb&. L’acide hippurique, par oxydation avec 
le permanganate de potassium en solution acide, donne de faibles 
quantites d’ur6e. Mais l’urine des carnivores ne contient que trks peu 
d’acide hippurique. Par consdquent, ce dernier n’entre pas en ligne 
de compte comme source d’erreur dans nos dosages portant sur l’urine 

2O Par oxydation 

Nous ne sommes pas parvenus 

____ ._. 

1) Th. Wieland, Z. phgsiol. Ch. 273, 24 (1942). 
z ,  R. C. Warner, J. Biol. Chem. 142, 705 (1942). 
3, H .  D. Dukin, J. Bioi. Chem. I ,  171, 271 (1906); 4, 63 (1908); 5, 409 (1909). 
4)  K .  Lung, Z. physiol. Ch. 241, 68 (1936). 
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du chat. Les analyses rhsumBes dans le Tableau 1 montrent que 
I’urine de l’homme, du rat et du cobaye ne contient que des traces de 
substances fournissant de l’urde avec notre mhthode, 

Pour essayer la nouvelle mbthode de dosage, nous avons rhp6tb 
l’expdrience de Dakinl), en administrant toutefois des quantiths de 
,5-phBnylalanine plus faibles (environ la moiti6). Nous n’avons pas pu 
constater la prhsence d’acide urbido-phdnyl-propionique dans l’urine 
de chat. 

Partie  expbrimentale .  
Les expbriences suivantes ont toutes 6tB faites avec l’acide d,Z-cr-ur6ido-B-phknyl- 

1. Adsorption des ure‘ido-acides par la colonne acide d’oxyde d‘aluminium. 
M6thode indiqu6e par WieZund2). DiamOtre du tube d’adsorption: 8 mm., vitesse de 

filtration 4-5 gouttes par minute. 
5 cm3 d‘une solution, contenant 5,05 mgr. d‘acide d, I-cr-urkido-,%ph6nylpropionique 

(correspondant 8. 0,675 mgr. de N), dissous par alcalinisation avec Na,C03 et  neutralis& 
par HCl, sont filtrks Q travers la colonne, qui est ensuite lav6e avec 40 cm3 d‘eau. Le 
filtrat + l’eau de lavage sont port6s 8. 50 cm3. L’acide adsorb6 est ensuite 61116 par 40 cm3 
cle Ba(OH),, e t  le filtrat port6 it 50 cm3. Dosage de N d’aprOs KjeZduhZ. Catalyseur: SeO,. 

propionique. 

La solution primitive contient 
Le filtrat + eaux de lavage 
Substance 6lu6e 

0,67 mgr. N/5 cm3 
0,OO mgr. N/5 cm3 
0,67 mgr. N/5 cm3 

Donc I’urkido-acide est complOtement retenu par la colonne acide d‘Al,O, et  peut 

L’expbrience est rkpbt6e en presence de NaCl (54,4 mgr. d’acide ur6ido-ph6nyl- 
6tre 6luk en milieu alcalin. 

propionique dans 50 om3 de NaCl L 1%). 
La solution primitive contient 
Le filtrat + eaux de lavage 
La substance 6lu6e 

0,73 mgr. K/5 cm3 
0,OO mgr. N/5 cm3 
0,69 mgr. N/5 em3 

2. Oxydation de I’urdido-acide. 
19,2 mgr. de carbaminyl-ph6nylalanine sont dissous dans 20 om3 d’eau, alcalinis6e 

par 2 gouttes de Ba(OH), saturk. Ensuite, nous acidulons avec H,SO, dil. (rouge congo) 
et oxgdons 8. chaud avec 1,66 om3 de KMnO,. Une odeur agrkable, carsct6ristiqne, se fait 
sentir. Le MnO, form6 est filtr6 e t  lave avec de l’eau chaude. L’excOs de l’oxydant dans le 
filtrat e t  dans les eaux de lavage est dktruit avec de l’acide oxalique L chaud. L’acide 
min6ral est neutralis6 par addition d’ac6tjate do sodium, jusqu’b disparition du virage du 
rouge congo. Le volume est ensuite port6 L 25 ern3, dont 10 erna sont utilis6s pour la pr6- 
cipitation de l’urke form6e. On ajoute 10 om3 d’acide ac6tique glacial+ 5 cm3 de solution 
de xanthydrol L 10% dans du m6thanol. La solution reste dans la glaciOre pendant la 
nuit. Elle est alors filtr6e sur un filtre I6na 103.  Le pr6cipit6 est lave avec du methanol 
satur6 de dixanthylurbe et  avec 5 cm3 d’eau distillke, puis s&hk 1 heure 8. l l O o  et  refroidi 
dans le dessiccateur kvacuk. Les 13,4 mgr. de pr6cipit6 obtenus correspondent Q 1,92 mgr. 
d’ur6e. 

Quantitk thkorique d’ur6e: 2,22 mgr. Un dosage d‘aprOs la m6thode de Krebs et  
HenseZeit3) (ur6ase) a donne le r6sultat de 1,83 mgr./l0 om3 de solution. 

3. Adsorption de l’acide urique. 
1 om3 d’une solution de 100,9 mgr. d’acide urique/100 om3 (dissous par alcalinisation 

e t  neutralisation avec HCl 0,1 n.) a bt6 adsorb6 par la colonne d’Al,O,. Colonne l a d e  

I) H .  D. Dakin ,  J. Biol. Chem. 6, 235 (1909). 
,) Th. Wieland, Z. physiol. Ch. 273, 24 (1942). 
3 ,  H .  A. Krebs et  K .  Henseleit, Z. physiol. Ch. 210, 33 (1932). 

~ _ _  
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avec 40 cm3 d’eau et 6luke avec 40 cm3 de Ba(OH),. Ba- prkcipitk comme carbonate, etc., 
N dose par la mBthode de Kjeldahl. Resultat: 11,2 mgr.N/100 cm3 = 33,6 mgr. d’acide 
urique. 

4. Methode de dosage des uriido-acides. 
L’urine est extraite Q l’kther, aprt.s avoir 6tk fortement acidifike avec H,SO, 1 : 1. 

L’extrait debarass8 de l’Bther, qui a une rkaction faiblement acide, est alcalinisk par quel- 
ques gouttes d’ammoniaque, dont l’excks est chassi. par Bbullition (volume env. 5 cm3; 
la quantitk de l’urkido-acide ne doit pas dBpasser 25 mgr.). Ensuite on filtre It travers une 
colonne d’oxyde d’aluminium aacidc )I, d’apr&s Wieland’) (10 gr. A1,0, standardis6 selon 
Brockmann, diamhtre du tube 10 mm.). Elk est lavBe avec 50 cm3 d’eau et  ensuite traitke 
par une solution froide, saturke de Ba(OH), qui Blue les acides adsorbks. Dans la solution 
ainsi obtenue, les ions de barium sont prkcipitks sous forme de carbonate, par un courant 
de GO,. La solution est ensuite portee l’kbullition et filtrke B travcrs un filtre de verre 
Ikna 1G3. Le prkcipitB est repris dans quelques om3 d’eau, la suspension portBe Q 1’Bbulli- 
tion et filtrke. Les deux filtrats reunis sont acidifies jusqu’Q ce que le papier congo vire 
faiblement au bleu. A cette solution est ajoutk goutte It goutte du KMnO, saturk A froid, 
jusqu’Q coloration violette, persistante A. 1’Bbullition. En mbme temps, la solution est 
rkduite It un petit volume, qui est mesurB et  additionnke de 1-2 volumes d’acide acktique 
glacial et d’un demi volume d’une solution de xanthydrol It loo/, . Apr&s quelques minutes, 
il se forme un precipitk blanc que l’on laisse se dkposer pendant la nuit dans la glacikre. 
La dixanthpluree est filtrke et lavke tout d’abord avec 5 cm3 de methanol saturk en di- 
xanthyluree, puis lavke encore une fois avec 5 om3 d’eau. Finalement le prkcipitk est skchi: 
pendant 1 heure It 11O0, refroidi dans le dessiccateur et pesB. 

5. Sensibilitd de la mdthode: 
5,4 mgr. de substance Ctaient dissous dans 30 om3 d’urine de chat, duree d’extraction: 

8 heures. 
pr6cipitk 13,5 mgr. 13,O mgr. (urine seule) 
= urBe 1,93 mgr. 1,86 mgr. 

= 0,64 mgr./lO em3 0,62 mgr./lO cm3 d’urine 
I1 n’est donc pas possible de dBceler avec certitude 3 mgr. de l’urbido-acide dans 

30 cm3 d’urine. 
Le fait que nous trouvons ici des valeurs tellement klevkes pour l’urine non addi- 

tionnee de substance, alors qu’antBriwrement la quantiti. 6tait nkgligeable (voir tableau 1) 
peut btre dd au rhangement de nourriture (avant Ies premikres expkriences, pommes de 
tcrre; apres, viandc crue). 

Subst. ’ Durhe 
diss. d’extr. 
mgr. heures 

~ 

~~ ~ 

Dixan- I UrBe 
thylur6e doshe calculbe 

mgr. mgr. mgr. 
pppp-l- ~~~~ 

~ p l p p  
~~ 

homnie 
honime 
cobayc 

I )  Th. Il~i~Zulzd, %. physiol. (*h. 273, 24 (1942). 

10 
10 
10 
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6. Application de la mdthode b l‘urine. 
Pour verifier la mkthode, nous avons dissous dc l’acidc u-urkido-p-phknylpropio- 

nique dans l’urinc, ti l’aide de 3-4 gouttes d”H,OH. AprAs dissolution complAte, nous 
avons acidifie fortcment avec H,SO, 1:1, cxtrait It 1’6thcr etc. Rksultat voir tableau 1. 

7. Expkrienees sur le chat ayant regu de la phdnylalanine par voie intraveineuse: 
Expdrience I:  

Poids de l’animal: 3,7 kg. Infusion dans la vcinc jugulaire droite. Durkc 1/2 hcure. 
Volume de la solution saline: 200 om3, contcnant 3,75 gr. de d,l-P-phknylalaninc. 

La solubiliti: de la d,l-p-ph6nylalanine ktant dc 1,58 gr. dans 100 om3 dc solution 
saline It 37,50, dcs solutions aussi concentrees quc cclles citecs par Dakin n’ont pas pu 
Btrc preparkcs. 

Comme narcotique, nous avons utilise 1’6ther. L’urinc a Btk rccucillie pendant les 
24 heures qui suivirent l’infusion. Aucunc cristallisation n’a B t B  obscrvke. Durke de l’cx- 
traction rcsp. 6 ct 9 heures. I1 passe beaucoup de substance muqucusc dans I’kthcr. I1 est 
nhcessaire dc filtrer l’extrait alcalinisb, avant l’adsorptiou. Nous obtcnons 2,2 mgr. dc 
prkipitk, correspondant ti 0,3 mgr. d’urkc. Le residu de l’extraction est ncutralisi! et 
conceutrk au bain-marie. Aucunc cristallisation ne peut 6tre obscrv6e. Le resultat d’unc 
titration au formol est donne plus loin. 

Expdrience 2: 
Infusion dans l’autrc vcinc jugulairc. Dude: 20 minutes. Volume dc la solution: 

170 om3 (NaC1 ti 0,9%), contenant 3,2 gr. dc l-,B-ph6nyIalaninc. Narcosc avec de 1’8thcr. 
Urine rccueillie pendant lcs 30 heures qui suivirent l’infusion. Volume 420 om3, reaction 
alcaline. Durke de l’cxtraction: 6 heures. I1 passe bcaucoup de substance niuqucuse avec 
l’6ther. Traitement dc l’cxtrait comme dans la premi8re experience. 

Precipite obtcnu: 12,3 mgr. correspondant A 1,7 mgr. d’urkc. Traitcmcnt de l’urinc 
extraitc commc dans la prcmiAre experience. Aucune formation de cristaux n’cst obscrvke. 
Une titration au formol a donne le rksultat que voici: 

100 em3 d’urine normale, 
100 em3 d‘urine dc la Ire Exp. titrke avcc 49,3 om3 NaOH 0,241 = 137 
100 an3 d’urine de la 2e Exp. titree avcc 40,l om3 NaOH 0,2-n = 112 

titree avcc 41,6 c1n3 KaOH 0,2-n = 116,5 mgr. N 
mgr. N 
mgr. K 

Nous rcmercions vivcment M. le Dr. P. Andereggen, qui a bien voulu nous pr6tcr 

Nous remercions Bgalemcnt M. lc Dr. H. J .  Fahrlander pour l’exkcution d’un dosage 
son assistance pendant lcs experiences sur le chat. 

d’urhc. 
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