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BARBARA MAJEWSKA, JULITTA RYBCZYNSKA

Oznaczanie ciat ketonowych w postaci

acetonu w osoczu, siarze i mleku u bydta

Z Instytutu Fizjologii Zwierzat Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

U kréw produkeyjnych bardzo czesto w wy-
niku eaburzen przemiany po$redniej dochodzi
do hyperketonemii, przy ktérej poziom cial
ketonowych wynosi od 15 do 70 mg%h (17).
Spowodowana jest ona niepelnym pokryciem
zapotrzebowania energetycznego w zwiazku
z nasileniem przemian posrednich w okresie
ciazy i laktacji, badz tez jest nastepstwem nie-
prawidlowego zywienia (pasze zawierajgce
zwigzki ketoplastyczne).

W tej sytuacji wylania si¢ problem diagno-
styki laboratoryjnej ketoz u przezuwaczy. Ce-
lem pracy bylo opracowanie rutynowej meto-
dy oznaczania cial ketonowych w osoczu, sia-
rze i mleku u bydla. Dotychczasowe metodv
ilosciowego oznaczania cial ketonowych opiera-
ja sie na barwnych reakcjach, jakie daje aceton,
badz kwas acetooctowy z nitroprusydkiem so-
dowym, aldehydem salicylowym i 2,4-dwuni-
trofenylohydrazyna. Do jakosciowego (7, 13, 14),
badz ilosciowego (2, 9, 12) oznaczania stezenia
cial ketonowych najczesSciej wykorzystywana
jest proba z nitroprusydkiem sodowym, w kto-
rej powstajacy czerwonobrunatny zwigzek daje
podstawe do badan kolorymetrycznych. Reakcja
ta jest czula przede wszystkim w odniesieniu
do acetooctanu i w wypadku oznaczania calko-
witych cial ketonowych w materiale biologicz-
nym, otrzymuje sie wyniki zanizone, poza tym
w warunkach przechowywania materialu, jak
i w warunkach proby (temperatura), nastepuje
dekarboksylacja acetooctanu do acetonu. Jedna
z najbardziej czulych w stosunku do acetonu
metod oparta jest na tworzeniu czerwonego
produktu kondensacji tego metabolitu z aldehy-
dem salicylowym (4, 5, 6). Pomimo licznych
modyfikacji upraszczajacych te metode (1, 3,
10), istniejg nadal duze trudnosci z zastosowa-
niem jej w rutynowych badaniach masowych,
ze wzgledu na konieczno$é przeprowadzenia
acetooctanu w aceton oraz oddestylowania ace-
tonu z materialu biologicznego, bad? oddyfun-
dowania go w naczynkach Conwaya (16).

Podobnie klopotliwa jest kolorymetryczna
metoda oznaczania iloSciowego cial ketonowych
w postaci acetonu oparta na barwnej reakcji
tego zwigzku z 2,4-dwunitrofenylohydrazyna,
wymagajaca rowniez przeprowadzenia acetoocta-
nu w aceton, sama reakcja natomiast przebiega
w wysokiej temperaturze i pod cisnieniem (11).

Ogélnie znane metody miareczkowe (jodome-
tryczne i oksydymetiryczne) sa dokladne, ale
nieprzydatne do szybkich oznaczen masowych,
znajduja natomiast zastosowanie przy oznacza-
niu stezenia acetonu w roztworach standardo-
wych.

W zwiazku z brakiem prostych metod mozli-
wych do wykonania w badaniach masowych,
laboratoria posluguja sie obecnie przede wszyst-
kim prébami jakosciowymi z nitroprusydkiem
sodowym, ktore stosuje sie dla osocza rozcien-
czonego wodg. Wykazano, ze poziom cial keto-
nowych w moczu i mleku jest wykladnikiem
nasilenia ketonemii, jednak korelacja stezenia
tych zwigzkéw we krwi, moczu i mleku jest
niewielka. Jest to wynikiem utleniania ketonéw
w tkankach pozawatrobowych, proporcjonalnie
do stezenia we krwi. Mechanizm oksydacji cial
ketonowych zostaje nasycony przy stezeniu tych
metabolitéw we krwi okolo 70 mg%. Dopiero
przy takim ich poziomie dalszy wzrost ketoge-
nezy powoduje zwickszenie wydalania acetonu,
kwasu acetooctowego i beta-hydroksymastowe-
go z moczem.

Poniewaz dla zwigzkéw ketonowych istnieje
zjawisko przypominajgce prog nerkowy, lepsza
metoda ustalenia nasilenia ketozy jest ozna-
czanie ketonemii a nie ketonurii.

W tej sytuacji wydawalo sie celowe opraco-
wanie metody iloSciowego oznaczania cial ke-
tonowych, ktéra nie wymagataby dlugiej wstep-
nej obrébki materiatu biologicznego, jak odbial-
czanie, destylacja, dyfuzja acetonu czy prze-
ksztalcanie acetoocetanu w aceton, a ktéra
okreglalaby poziom jak najwiekszej ilosci frakeji
cial ketonowych.

Material i metody

Aceton oznaczano w osoczu, siarze i mleku u krow
rasy ncb. Krew w celu odciggniecia osocza pobiera-
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no do probéwek pod warstwe parafiny, podobmnie sia-
re i mleko. Do oznaczania poziomu acetonu wykorzy-
stano Tteakcje kondensacji waniliny z acetonem w
Srodowisku silnie alkaliczaym, w wyniku ktérej po-

wstaje zwigzek o czerwono-brunatnym zabarwieniu;

wykazujgcy maksimum absorpcji przy diugosci fali
490 nm.
Odczynniki

1. 60% KOH

2. 10% roztw6r waniliny w alkoholu metylowym
(przygotowany na §wiezo)

3. 1n NaOH )

4,001 n J w KJ sporzadzony przez rozpuszczenie
6,3425 g jodu krystalicznego i 9 g KJ cz.d.a w malej
iloéci wody i dopelniony woda do objetosci 500 ml

5. 1 n H,SO,

6. 1% skrobia

7. 0,1 n Na,S,03

8. Mieszanina odbialczajaca mleko i siare: 10 g
ZnSO,, 10 g KOH uzupelnione woda dest. do obje-
toSei 100 ml.

Schemat postepowania przy oznaczaniu acetonu w
osoczu przedstawia tab. 1.

Tab. 1.
B | S | H‘mlcz.
Osocze (ml) 1 ‘ 1 —
KOH 60% (ml) 1 1 1
H,0 dest. (ml) — | 0,56 1
Wanilina 10% (ml) 0,5 - = 05

Laznia wodna 65°C — 20 min.
H,0O dest. (ml)

Kolorymetrowaé¢ natychmiast wobec wody dest. przy
diugosci fali 490 nm, w kuwetach grubo$ci 1 cm,

| 6 | 5 | 5

Przy kazdym oznaczaniu zaleca sie¢ wykonanie kil-
ku préb §lepych odczynnikowych, po dodaniu KOH
nie malezy przerwaé¢ oznaczania na dluzej niz 5 mi-
nut. Poziom cial ketonowych w postaci acetonu, wy
razony w mg w 100 ml osocza obliczano wediug wzo-
ru: mg¥% acetonu w osoczu = K(Eg—Es—Es odcz.), gdzie
K jest §rednim wspbiczynnikiem kalibracji wyliczo-
nym przy sporzadzaniu krzywej kalibracyjnej, Eg jest
ekstynkcjg proby badanej, Egsodez. jest ekstynkcja
préby Slepej odezynnikowej, Eg jest ekstynkcja préby
§lepe]j.

Tab. 2.

L1 2. | 3 4 [Soder
Roztwory standar- | !
dowe (ml) *) 1 1 1 1 —
H,0 dest. (ml) — — - - 1
KOH 60% (ml) 1 1 1 | 1 1
Wanilina 10% (ml) 05 | 05 ‘ 05 | 05| 05

Laznia w_odna 65°C — 20 min.

H;O dest. (ml) |6 |5 | s |5 |5

Kolorymetrowaé natychmiast wobec Sgacz. przy diu-
gosci fali 490 nm, w kuwetach grubosci 1 cm.

Objasnienle: #*) = zawlerajace odpowiednio: 3,83 mg%,
7,66 mg%, 15,32 mgh, 22,98 mg% acetonu.

Do wykre§lania krzywej kalibracyjnej uzyto roz-
tworé6w acetonu o werastajgcych stezeniach, ofrzyma-
nych ze standardéw acetonu sporzadzonego przez roz-
cienczenie 5 ml acetonu cz.d.a. 495 ml wody desty-
lowanej. W roztworze standardowym zawartos¢ ace-
tonu oznaczono jodometrycznie wedlug ogédlnie przy-
jetych zasad. Jodometryczne miareczkowanie acetonu
przeprowadzono umieszczajge w zlewce na 250 ml
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5 ml standardu acetonu, 25 ml 1 n NaOH i stopniowo
mieszajac 50 ml roztworu J w KJ. Po 15 minutach
dodano 30 ml 1 n H,SO, 0,6 ml skrobi i miareczko-
wano 0,1 n NayS,0; do odbarwienia. Zawarto§é aceto-
nu w roztworze standardowym wyliczano uwzglednia-
jac zaleznosé, ze 1 ml 0,1 n J w KJ odpowiada 0,9675 mg
acetonu, wedlug wzoru: mg% acetonu =50 ml—
—X ml 0,1 n Na,S,05(0,9675)20

Uzywany roztwédr standardowy zawieral 766,26 mg
acetonu w 100 ml. Przygotowano rozcieficzenia stan-
dardu o zawarto$ci 3,83 mg%, 7,66 mg%, 15,32 mg%,
22,98 mg% acetonu. Schemat postepowania przy spo-
rzadzaniu krzywej kalibracyjnej przedstawia lab. 2.

C
Wyliczono Sredni wspolczynnik kalibracji K= ok gdzie

C jest slezeniem acetonu, E odpowiadajgca temu ste-
zeniu ekstynkcjg. W badaniach wlasnych wspélczyn-
nik kalibrac)i przy odczytach na fotokolorymetrze
Specol wynosit 22,96,

Tab. 3. Wyniki prob odzyskiwania acetonu przy ozna-
czaniu_ tego metabolitu w osoczu

crg Aceton —
Aceton w probie g ] . -
wartosci oczeki- Sligglclie O‘g?l_ l 7 !
wane I Ly adzysku y
mg oot
0,038 0,035 2 12

Wyniki i omdéwienie

Dokonano charakterystyki metody pod wzgle-
dem: dokladno$ci, czulo$ci i precyzji. Doklad-
nos$¢ metody oceniono na podstawie przeprowa-
dzonych préb odzysku (tab. 3). Fabinyi (cyt.
za 8) ocenia czulo$¢ proby z waniling na
0,00025% z bledem 5%. W badaniach wlasnych
oznaczajac poziom acetonu w osoczu wykrywa-
no 0,01 mg tego metabolitu w probie, co odpo-
wiadalo 1 mg w 100 ml osocza. Precyzje za-
kresu bledu oznaczono metodsg kolejnych pow-
térzen préby w osoczu (tab. 4). Jak widaé me-
toda cechuje sie duzag powtarzalnoscig, z od-
chyleniem standardowym réwnym 0,617, przy
$redniej 11,16.

Tab. 4. Ocena powtarzalnosci metody oznaczania
acetonu w osoczu

[Parametr} Wartosé
Srednia z powtérzen i blad |
$redniej X+m 11,16 £ 0,1380
Suma wynikéw 13’4 223,25
Suma kwadratow odchylen  (x—x)?| 7,2463
Ilos¢ powtérzen n 20
Odchylenie standardowe ! b + 0,617

Aceton w siarze i mleku oznaczono po
uprzednim odbialczeniu. Zgodnie z wymogami
reakeji odbiatcz musi zachowaé odczyn alka-
liczny lub obojetny. Odbialczanie siary i mle-
ka taning i kwasem sulfosalicylowym powodo-
walo wzrost stezenia jonéw wodorowych w pro-
bie, podobnie nie dawalo wynikow zastosowa-
nie podpuszezki, ktéra wytracala jedynie ka-
zeing. Odbialczanie siary i mleka przeprowa-
dzano przy uzyciu mieszaniny skladajacej sie
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z 10 g ZnSO, i 10 g KOH uzupelnionej wodg
destylowang do objetosci 100 ml. Pobrane mleko
lub siare rozcienczono mieszaning odbialczajacy
w stosunku 1:1. Po wymieszaniu wirowano 10
minut przy 3000 obr./min. Supernatant po od-
ciggnieciu pokrywano warstwg parafiny. W
celu wyeliminowania barwy, jaksa wanilina
moze dawacé z innymi sktadnikami mleka, wpro-
wadzono dodatkowa probe nie zawierajaca
KOH, oznaczong jako Bgkow. Tab. 5 zawiera
schemat oznaczenia poziomu acetonu w mleku
i siarze.

Tab. 5.

B ‘ S ‘ Bxon Sodcz.
Mleko odbiatczone ! ‘
(ml) | 1 1 1 =
KOH 60% (ml) | 1 1 | —_ 1
H,O dest. (ml) - 0,5 1 1
Wanilina 10% (ml) i 0,5 — 0,5 0,6

Laznia wodna 65°C — 20 min. _

H,0 dest. (ml) |5 |5 | 5 5

Kolorymetrowaé¢ natychmiast wobec wody przy dlu-
gosci fali 490 nm w kuwetach grubosci 1 em.

Zawartoé§é cial ketonowych w siarze i mleku
w postaci acetonu wyrazona w mg w 100 ml
siary lub —mleka obliczano wg wzoru: mg%
acetonu = K(Ep-Es-Egxon), gdzie K jest &red-
nim wspdlezynnikiem kalibracji, wyliczonym
przy sporzadzaniu krzywej kalibracyjnej, Eg
jest ekstynkeja préby badanej, Es jest ekstynk-
cja proby Slepej, Esxon — ekstynkcja préby nie
zawierajgcej KOH. Wyniki dotyczgce prob od-
zysku przedstawia tab. 6. Wskazujg one na wy-

Tab. 6. Wyniki préb odzyskiwania acetonu przy ozna-
czaniu tego metabolitu w siarze 1 mleku

Aceton w probie| Aceton w proébie

wartosci oczeki~ $rednie wartosci | % odzy-
wane odzyskane | sku &l
mg mg |
0,014 | 0,017 | 1191 | 12

stepowanie w mleku zwigzkéw innych niz
aceton, dajacych rowniez pozytywne reakcje
barwne z waniling, takich jak: acetooctan ezy
betahydroksymaslan przeksztalcajacy sie w
acetooctan.

W tab. 7 ujete zostaly dane dotyczace pre-
cyzji metody. Jak widaé, charakteryzuje sie ona

Tab. 7. Ocena powtarzalnos$ci metody oznaczania
acetonu w mleku

; Parametr| Wartosé
Srednia z powtérzen i blad
Sredniej X+m 4,21 £+ 0,0913
Suma wynikow X 84,20
Suma kwadratéw odchylen | ¢ (x—x)?| 3,165
Ilo§¢ powtérzen n 20
Odchylenie standardowe | 3 0,408

dobrg powtarzalnoscia, przy odchyleniu stan-
dardowym 0,408, przy Sredniej z powtdrzen 4,21.
Cecha odrozniajgcg metode oznaczania cial ke-

‘tonowych w osoczu i mleku przy uzyciu wani-

liny od stosowanych powszechnie w labora-
toriach jest maksymalne uproszczenie jej wy-
konania, polegajace na eliminacji odbialczania
materialu biologicznego (z wyjatkiem siary i
mleka), destylacji acetonu badz utleniania
wszystkich ketonéw krwi lub mleka — unika
sie w ten sposob niebezpieczenstwa przeksztal-
cenia ketonéw krwi w inne zwigzki niz aceton,
co moze nastapié¢ przy stosowaniu takich utle-
niaczy jak dwuchromiany. Dotychczasowe me-
tody sprowadzaja sie do oznaczania tylko jednej
frakcji cial ketonowych: acetonu badz acetooc-
tanu, stad Srednie wartosci fizjologicznego po-
ziomu tych metabolitow we krwi i mleku spo-
tykane w literaturze sg nieco nizsze (10, 15) niz
otrzymane metoda z waniling, ktéra jednoczes-
nie okresla sie poziom dwodch frakeji ketono-
wych: acetonu i acetooctanu.

Wnioski

Przedstawiona metoda oznaczania stezenia
zwigzkow ketonowych w osoczu, siarze i mleku
z uzyciem waniliny nadaje sie do oznaczen ru-
tynowych, charakteryzuje sie wysoka precyzja,
duza dokladnoscia i czuloscia.
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Maescka B., Poidunnuncka 0. — OnpegeneHue KeToHO-
BeIX Tea B dopme alercHa B NJa3Me KpPOBY, B MOJIO-
3KBE M MOJIOKE KDPYIIHOIC DPOraTOoro CKoTa.

ABTOopbl paszpaboranu KCJICPUMETPUYECKMII MeTOJ
KOJIM4YeCTBEHHOTO OMNpeiesleHVsA KeTOHOBBIX TeJl B IJIa3-
Me KPCBU, B MOJIO3MBE M B MCJIOKE KPYIIHOTO POTraTOro
CKOT4, OCHOBAHHBIM HA pPeakIUMM KOHISHCAUMM BaHMU-
IMHA € alleTOHOM B AaJKajiM4ecKcit cpeze. Merton Xa-
paKTepu3ywT 6B0JbIIAaA TOBTOPSAEMOCTb, YyBCTBUTEJb-
HOCTb ¥ BBICOKAsA TOYHOCTH; OH SABJISETCH IPUTOLHBIM
IS PYTUHOBBIX MCCJIEN0BaHUIA.

Majewska B., Rybczynska J. — The determination
of ketones as acetone in plasma, colostrum and milk
in the cow.

A colorimetric quantitative method based on the
condensation of vanillin and acetone in an alkaline
medium was developed for the determination of the
level of ketones in plasma, colostrum and milk in
the cow. The method was characterized by a great
repeatibility, sensitivity and a high precision. It ap-
peared very useful for routine determinations.
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