
Finalidade
Reação cinética para determinação quantitativa de creatinina em amostras de soro, plasma, urina e 
líquido amniótico humanos. Somente para uso diagnóstico “in vitro”.

Princípio
A reação de Jaffé está sujeita a interferências, por uma série de substâncias, incluindo a proteína e gli-
cose. Modificações do procedimento foram desenvolvidas para combater essa desvantagem. Os pro-
cedimentos cinéticos tornaram-se populares por causa de sua rapidez, simplicidade e a vantagem de 
evitar interferências. Este método está baseado em uma modificação do procedimento, incorporando o 
surfactante e outras substâncias a fim de minimizar a interferência de proteína e de carboidratos.
Temos então a reação:

Creatinina + Picrato de Sódio  Complexo Creatinina Picrato

A Creatinina reage com ácido pícrico em condições alcalinas, formando um complexo de cor lido a 
510 nm. A razão de formação da cor é proporcional a creatinina na amostra.

Metodologia 
Reação de Jaffé modificado.

Significado Clínico
A Creatinina é eliminada do plasma por filtração glomerular e não é reabsorvida nos túbulos em grau 
significativo, resultando em uma velocidade de depuração mais elevada do que a da uréia, cuja reab-
sorção nos túbulos atinge, em condições normais, 40% do que é filtrado nos glomérulos. Além dis-
so, quando os níveis de creatinina no plasma ultrapassam seu valor normal, o rim pode eliminar essa 
substância por excreção tubular ativa. Por conseguinte, as elevações da taxa de creatinina no sangue 
são, em geral, mais tardias do que as de uréia.

Reagentes
Reagente único pronto para uso, conservar entre 2 - 8ºC e mantêlo ao abrigo da luz.
Contém: Ácido pícrico 10 mM, hidróxido de sódio 250 mM, pH 13,0.

Padrão (cód 3004): Conservar entre 2 - 30ºC. Solução aquosa contendo concentração padrão de 
creatinina. Verifique a concentração do padrão no rótulo do frasco.

Os reagentes não abertos são estáveis até a data de vencimento impressa no rótulo do produto e on 
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamen-
te 5 dias. Em alguns analisadores que não apresentam boa vedação nos discos de reagentes, após 
24 horas é possível observar uma discreta queda nos resultados. Durante o manuseio, os reagentes 
estão sujeitos a contaminação de natureza química e microbiana que podem provocar redução da 
estabilidade.

Precauções e Cuidados Requeridos 
Este reagente deve ser usado somente para diagnóstico “in vitro”.
O reagente de Creatinina deve ser mantido sob refrigeração entre 2-8°C, evitando locais da geladeira 
sujeitos a jatos de ar frio ou risco de congelamento localizado, pois a exposição ao frio extremo pode 
favorecer a formação de cristais. Para garantir o desempenho adequado, recomenda-se armazenar o 
frasco em área protegida dentro da geladeira, deixar o reagente atingir a temperatura ambiente antes 
do uso e homogeneizar suavemente o conteúdo.
O ácido pícrico é um agente fortemente oxidante. Evite contato com a pele. No caso de contato, la-
var com água em abundância. Uma vez evaporado, o ácido pícrico é explosivo. Deve-se monitorar a 
temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reação para obtenção de resultados 
corretos.
Não usar o reagente se estiver visualmente turvo (contaminado), se a absorbância do branco ultra-
passar 0,330 (convertido para 1,0 cm de espaço ótico) quando medido em 500-510nm ou se houver 
dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco. A estabilidade do rea-
gente de creatinina (Picrato Alcalino) é reduzida de modo imprevisível quando mantido em frasco 
aberto fora da temperatura de armazenamento. 

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

sorbância em 510 nm (505-515 nm).
2.	 Pipetas para medição de amostras e reagente.
3.	 Água destilada/deionizada.
4.	 Consumíveis do analisador quando usado.
5.	 Soros Controle e Calibrador.
6.	 Cronômetro.

Amostra
Soro: Amostras de soro livre de hemólise. A creatinina no soro é estável por 7 dias se estiver refrige-
rado à temperatura de 2 - 8ºC.
Para períodos mais prolongados, congelar a amostra (-20ºC).
Plasma: Amostras de plasma devem ser colhidas em tubo com heparina, EDTA, fluoreto, oxalato, ci-
trato.
Urina: É recomendada uma diluição de 1:25. Amostras de urina são estáveis por 7 dias a 4ºC.
Amostras de urina e líquido amniótico devem ser centrifugados antes da dosagem. Todas as amos-
tras e controles são considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseá-las se-
guindo as normas estabelecidas de Biossegurança.

Preparo do Paciente
Para amostras de soro é recomendado que o paciente faça jejum de 4 horas.
Depuração: Orientar o paciente para que faça a coleta correta da urina de 24 horas e a coleta do soro 
pode ser realizada em qualquer horário durante este intervalo. As recomendações poderão ser modi-
ficadas segundo orientação médica.

Interferências
Bilirrubina até 24,3 mg/dL, hemoglobina até 200 mg/dL e lipemia (triglicérides) até 1020 mg/dL não 
interferem significativamente no resultado. Algumas drogas e substâncias afetam a concentração 
da creatinina,sugerimos consultar Young et al.

Parâmetros do Sistema:

Temperatura 37ºC

Comprimento de Onda 510 nm

Tipo de Reação Cinética 

Direção Crescente

Relação Amostra/Reativo 1:10 

Vol. Amostra 100 μL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubação 60 segundos (retardo)

Intervalo de leitura 120 segundos

Número de intervalos 1

Calibração
Utilizar Quimicalib Ebram Cód.7023/12023 ou o padrão que acompanha o kit do cód 3004. A con-
centração de creatinina no calibrador é rastreável ao material de referência NIST 909c/NIST SR-
M967d (rastreáveis ao método ID-GC/MS) e no padrão ao UNE-EN ISO 17511.

Procedimento Automatizado
Aplicação no sistema automatizado: vide manual para utilização do equipamento e instruções de uso 
do reagente. 
Aplicação no sistema semi-automático: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual somente até o item 1 (preparação dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura, 
seguindo protocolo analítico específico baseado no item Parâmetros do Sistema.
Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiração do equipamento.

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

Branco Padrão Amostra/S.C.

Água destilada 100μL - -

Padrão - 100μL -

Amostra / S.C. - - 100μL

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

Nota: Realizar a incubação das amostras, padrão e soro controle (S.C.) individualmente.

2.	 Colocar 1,0 mL do reagente em cada tubo e deixar em banho - maria (BM) a 37ºC por 60 segundos. 
O nível de água no BM deve ser superior ao nível de reagentes nos tubos de ensaio.

3.	 Zerar o espectrofotômetro a 510 nm ( 505 - 515 nm) com o branco.
4.	 Cuidadosamente, adicionar 100μL do padrão no tubo correspondente, homogeneizar e incubar 

em BM a 37ºC. Acionar o cronômetro.
5.	 Registrar as absorbâncias, inicial (A1) aos 60 segundos de incubação e final (A2) aos 180 segundos. 

Proceder em seguida do mesmo modo com os soros controle e as amostras.
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotômetros que requerem volume mínimo de 1,0 mL e podem 
ser ajustados proporcionalmente sem influência no desempenho do teste.
Salientamos que volumes de amostra menores do que 10 μL aumentam a imprecisão da medição em 
aplicações manuais.

Cálculos
(Abs. = Absorbância) / (Conc. = Concentração) / (Δ Abs. /min = A2 - A1)

Método não compensado
Creatinina da Amostra (mg/dL) =
	     Δ Abs /min (amostra)		
                          x concentração do Padrão (mg/dL)
	       Δ Abs /min (padrão)

Meio Alcalino

 QUIMICREA - Creatinina
ANVISA:  10159820243

Creatinina Picrato Alcalino



Método compensado
Creatinina da Amostra (mg/dL) =
	     Δ Abs /min (amostra)		
                          x concentração do Padrão (mg/dL) - 0,37
	       Δ Abs /min (padrão)

Cálculo para Urina de 24 horas:
Urina = Creat. Amostra (g/L) x fator diluição x Volume (L)
Obs> g/L = mg/dL x 0,01

Depuração da creatinina endógena
Depuração (mL/min) = 
	 U	 1,73	
                          x VM x 
	 S	 A
U = Creatinina na urina (mg/dl)
S = Creatinina no soro (mg/dl)
1,73 = superfície corporal padrão
A = valor de surperfície corporal do paciente (m²) - obtido através do nomograma correlacionando 
peso (kg) e altura (cm).

VM = volume urinário em 24horas (ml)

   1440 ( tempo de coleta em minutos)

EXEMPLO:
Δ Abs /min(amostra) = 0.01 
Δ Abs /min(padrão) = 0.05 
Conc. padrão = 5.0 mg/dL
Volume urinário 24 hs = 1,25L 
OBS : g/L = mg/dl x 0,01
Creatinina Amostra = (0,01 / 0,05) x 5,0 = 1,0 mg/dl 
Creatinina Amostra = 1,0 mg/dl = 0,01 g/L 
Creatinina na Urina = 0,01 x 25 x 1,25
Creatinina na Urina = 0,32 g/24hs

Linearidade
Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 20 mg/dL. Amostras com valor 
superior a 20 mg/dL devem ser diluídas com NaCl a ponto de ficarem entre 0,1 - 20 mg/dL e os resul-
tados devem ser multiplicados pelo fator de diluição.

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

Método não compensado Método compensado

Homens: 0.7 - 1.4 mg/dL 0.5 - 1.3 mg/dL

Mulheres: 0.6 - 1.2 mg/dL 0.5 - 1.0 mg/dL

Urina = 0.6 - 1.6 g/24 h (600 - 1600 mg/24 h)
As concentrações de creatinina no líquido amniótico foram inicialmente descritas como marcador de 
maturidade renal no feto, sendo que, atualmente representa o marcador de maior acurácia para fun-
ção renal na gestação. Os níveis de creatinina medidos no líquido amniótico também são adequados 
para o estabelecimento da maturidade fetal. Bailão et al. (1975) estabeleceram em 1,8 mg/dL o valor 
de referência para maturidade fetal.
Estes valores são dados unicamente como título orientativo. É recomendado que cada laboratório 
estabeleça seu próprio intervalo de referência.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes resul-
tados estatísticos:

Número de amostras 49

Intervalo dos resultados 0,40 - 19,80 

Coeficiente de correlação 0,9994 

Inclinação 0.98

Intercepta 0,03 (mg/dL)

Precisão
Estudos de precisão foram executados com dois níveis (normal e patológico) sendo que cada amostra 
fora processada por 40 vezes e os seguintes dados estatísticos foram encontrados:

N=40 Nível 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 1,28 4,24

D.P. (mg/dL) 0,08 0,06

C.V. (%) 6,3 0,9

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

N=10 Nível 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 1,28 4,24

D.P. (mg/dL) 0,08 0,10

C.V. (%) 6,3 1,3

Sensibilidade Metodológica
0,1 mg/dL

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

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

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

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

Apresentação
Linha Bioquímica Geral: 1 x 200mL + 1 x 1,0mL
Linha Bulk: 1 x 500mL
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Purpose
Kinetic reaction for the quantitative determination of creatinine in human serum, plasma, urine and 
amniotic fluid samples. For in vitro diagnostic use only.
 
Principle
The Jaffé reaction is subject to interference by a number of substances, including protein and glu-
cose. Modifications to the procedure have been developed to combat this disadvantage. Kinetic 
procedures have become popular because of their speed, simplicity and the advantage of avoi-
ding interferences. This method is based on a modification of the procedure, incorporating sur-
factant and other substances in order to minimize interference from protein and carbohydrates. 
We then have the reaction:
 
Creatinine + Sodium Picrate    Creatinine Picrate Complex
 
Creatinine reacts with picric acid under alkaline conditions, forming a colored complex read at 510 
nm. The ratio of color formation is proportional to the creatinine in the sample. 
 
Methodology  
Modified Jaffé reaction. 
 
Clinical significance 
Creatinine is eliminated from the plasma by glomerular filtration and is not reabsorbed in the tubules 
to any significant degree, resulting in a higher clearance rate than that of urea, whose reabsorption 
in the tubules reaches, under normal conditions, 40% of what is filtered in the glomeruli. In addition, 
when plasma creatinine levels exceed their normal value, the kidney can eliminate this substance 
by active tubular excretion. As a result, increases in blood creatinine levels are generally later than 
those of urea. 
 
Reagents 
Single reagent ready for use, store at 2 - 8ºC and keep away from light. 
Contains: Picric acid 10 mM, sodium hydroxide 250 mM, pH 13.0. 
 
Standard (code 3004): Store between 2 - 30ºC. Aqueous solution containing creatinine standard 
concentration. Check the concentration of the standard on the vial label. 
 
Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label and on board 
(in a refrigerated compartment of the analyzer) they are stable for approximately 5 days. In some 
analyzers that do not have a good seal on the reagent discs, a slight drop in results can be observed 
after 24 hours. During handling, reagents are subject to chemical and microbial contamination which 
can reduce their stability. 
 
Precautions and precautions required  
This reagent should only be used for in vitro diagnostics.
The Creatinine reagent must be stored refrigerated at 2–8 °C, avoiding areas of the refrigerator 
exposed to cold air currents or risk of localized freezing, as extreme cold may promote crystal for-
mation. To ensure proper performance, it is recommended to store the vial in a protected area inside 
the refrigerator, allow the reagent to reach room temperature before use, and gently homogenize 
the content. 
Picric acid is a strongly oxidizing agent. Avoid contact with skin. In the event of contact, rinse with 
plenty of water. Once evaporated, picric acid is explosive. The temperature of the working environ-
ment and the reaction time must be monitored in order to obtain correct results. 
Do not use the reagent if it is visually cloudy (contaminated), if the absorbance of the blank exceeds 
0.330 (converted to 1.0 cm of optical space) when measured at 500-510nm or if there is difficulty 
in achieving the values established for the fresh control serum. The stability of the creatinine reagent 
(Alkaline Picrate) is unpredictably reduced when kept in an open vial outside the storage temperature.  
 
Material required not supplied
•	 Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37ºC and capable of mea-

suring absorbance at 510 nm (505-515 nm).
•	 Pipettes for measuring samples and reagents.
•	 Distilled/deionized water.
•	 Analyzer consumables when used.
•	 Control and calibrator sera.
•	 Stopwatch.
 
Sample 
Serum: Serum samples free of hemolysis. Creatinine in serum is stable for 7 days if refrigerated at 
2 - 8ºC. 
For longer periods, freeze the sample (-20ºC). 
Plasma: Plasma samples should be collected in a tube containing heparin, EDTA, fluoride, oxalate, 
citrate. 
Urine: A dilution of 1:25 is recommended. Urine samples are stable for 7 days at 4ºC. 
Urine samples and amniotic fluid should be centrifuged before dosing. All samples and controls 
are considered potentially infectious, so we suggest handling them following established Biosafety 
standards. 
 
Patient preparation 
For serum samples, it is recommended that the patient fasts for 4 hours. 
Purification: Instruct the patient to collect the 24-hour urine correctly and the serum can be collec-
ted at any time during this interval. The recommendations may be modified according to medical 
advice. 
 

Interferences 
Bilirubin up to 24.3 mg/dL, hemoglobin up to 200 mg/dL and lipemia (triglycerides) up to 1020 
mg/dL do not significantly interfere with the result. Some drugs and substances affect creatinine 
concentration, we suggest consulting Young et al.

System preferences:

Temperature 37ºC

Wavelenght 510 nm

Type of Reaction Kinetic 

Direction Increasing

Sample/Reagent Ratio 1:10 

Vol. Sample 100 μL

Reagent volume 1,0 mL

Incubation time 60 seconds (delay)

Reading interval 120 seconds

Number of intervals 1

Calibration
Use Quimicalib Ebram code 7023/12023 or the standard that comes with the kit code 3004. The 
creatinine concentration in the calibrator is traceable to the NIST 909c/NIST SRM967d reference 
material (traceable to the ID-GC/MS method) and in the standard to UNE-EN ISO 17511.

Automated procedure
Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use 
of the reagent.  
Semi-automatic system application: proceed as shown below in the manual procedure only up 
to item 1 (tube preparation), then use the equipment for reading, following the specific analytical 
protocol based on the System Parameters item. 
Note: Only add the samples to the tube before aspirating the equipment. 
 
Manual procedure
1.	 Separate 3 test tubes and carry out the procedures below:

Blank Standard Sample/S.C.

Distilled water 100μL - -

Calibrator - 100μL -

Sample - - 100μL

Reagent 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Note: Incubate the samples, standard and control serum individually.

2.	 Place 1.0 mL of the reagent in each tube and leave in a water bath (WB) at 37ºC for 60 
seconds. The water level in the water bath should be higher than the reagent level in the test 
tubes.

3.	 Zero the spectrophotometer at 510 nm (505 - 515 nm) with the blank.
4.	 Carefully add 100μL of the standard to the corresponding tube, homogenize and incubate in 

the BM at 37ºC. Start the stopwatch.
5.	 Record the absorbances, initial (A1) at 60 seconds of incubation and final (A2) at 180 seconds.

Then proceed in the same way with the control sera and the samples. 

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

Calculations
(Abs. = Absorbance) / (Conc. = Concentration) / (Δ Abs. /min = A2 - A1)

Uncompensated method 
Sample Creatinine (mg/dL) =
	       Δ Abs /min (sample)		
                          x Standard concentration (mg/dL)
	       Δ Abs /min (standard)

Compensated method 
Sample Creatinine (mg/dL) =
	     Δ Abs /min (sample)		
                          x Standard concentration (mg/dL) - 0,37
	       Δ Abs /min (standard)

Alkaline medium

 QUIMICREA - Creatinine
ANVISA:  10159820243

Creatinine Alkaline Picrate 



Calculation for 24-hour urine: 
Urine = Creat. Sample (g/L) x dilution factor x Volume (L) 
Obs> g/L = mg/dL x 0.01

Endogenous creatinine clearance 
Clearance (mL/min) = 
	 U	 1,73	
                          x VM x 
	 S	 A
U = Creatinine in urine (mg/dl) 
S = Creatinine in serum (mg/dl) 
1.73 = standard body surface area 
A = patient’s body surface area (m²) - obtained from the nomogram correlating weight (kg) and 
height (cm).

VM = urinary volume in 24 hours (ml)

   1440 (collection time in minutes)

EXEMPLO: 
Δ Abs /min(sample) = 0.01  
Δ Abs /min(standard) = 0.05  
Standard conc. = 5.0 mg/dL 
24-hour urine volume = 1.25L  
OBS : g/L = mg/dl x 0.01 
Creatinine Sample = (0.01 / 0.05) x 5.0 = 1.0 mg/dl  
Creatinine Sample = 1.0 mg/dl = 0.01 g/L  
Creatinine in Urine = 0.01 x 25 x 1.25 
Creatinine in Urine = 0.32 g/24hs

Linearity
When performed as recommended, the test is linear up to 20 mg/dL. Samples above 20 mg/dL 
should be diluted with NaCl to between 0.1 - 20 mg/dL and the results multiplied by the dilution factor. 
 
Quality Control
Each laboratory must maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, stan-
dards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical variation 
of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the Quimicontrol 
Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Codes 7024/12024 and 7031/12031. 

Expected values

Non-compensated method Compensated method

Men: 0.7 - 1.4 mg/dL 0.5 - 1.3 mg/dL

Woman: 0.6 - 1.2 mg/dL 0.5 - 1.0 mg/dL

Urine = 0.6 - 1.6 g/24 h (600 - 1600 mg/24 h) 
Creatinine concentrations in amniotic fluid were initially described as a marker of renal maturity in 
the fetus, and currently represent the most accurate marker of renal function in pregnancy. Crea-
tinine levels measured in amniotic fluid are also suitable for establishing fetal maturity. Bailão et al. 
(1975) established 1.8 mg/dL as the reference value for fetal maturity. 
These values are only given as a guide. It is recommended that each laboratory establishes its own 
reference range. 
 
Comparative Studies 
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following 
statistical results:

Number of samples 49

Range of results 0,40 - 19,80 

Correlation Coefficient 0,9994 

Slope 0.98

Intercept 0,03 (mg/dL)

Precision
Precision studies were conducted using two levels (normal and pathological), with each sample pro-
cessed 40 times, and the following statistical data were obtained:

N=40 Level 1 Level 2

Mean (mg/dL) 1,28 4,24

D.P. (mg/dL) 0,08 0,06

C.V. (%) 6,3 0,9

Accuracy
Samples were processed for 10 consecutive days, once a day and in duplicate. The following statistics 
were found:

N=10 Level 1 Level 2

Mean (mg/dL) 1,28 4,24

D.P. (mg/dL) 0,08 0,10

C.V. (%) 6,3 1,3

Methodological Sensitivity
0,1 g/dL

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

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

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

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

Presentation
General Biochemistry Line: 1 x 200mL + 1 x 1.0mL 
Bulk Line: 1 x 500mL 
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