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PRAKTYKA LABORATORYJNA
BARBARA MAJEWSKA, JULITTA RYBCZYŃSKA

Ozno czlnie ciol ketonowych w postoci

ocefonu w osoczu, siorze i mleku u bydło
z Instytutu Fiujologii zwierząt wydziału

U krow produkcyjnych bardzo często w wy-
niku zabu,rzeń przemiany pośredniej dochodzi
do hyperketonernii, przy której poziom ciał
ketonbwych wynosi Óa ts do 70 mgło (17).
Spowodowana jest ona niepełnym pokryciern
zapotrzebowa,nia energety,cznego w związku
z nasileniom przemian pośrednich w okresie
ciąży i laktacji, bądź też jest następstwem nie-
prawidłowego żywienia (pasze zawierające
związki ketoplastyczne).

W tej sytuacji wyłania się problern diagno-
styki laboratoryjnej keto,z u przeżuwaczy. Ce-
lem pracy było ,opraaowanie ruty,nowej meto-
dy oznaczania ciał ketonowych w osoczu, sia-
rze i mleku u bydła. Dotychczasowe metodv
ilościowego oznaczania ciał ketonowych opiera-
ją się na barwnych reakcjach, jakie daje aceton,
bądź kwas ace,tooctowy z nitroprusydkiem so-
dowym, aldehydem salicylowym i 2,4-dwuni-
trofenylohydrazyną, Do jakościowego (7, 13, ].4),

bądź ilościowego (2, 9, 72) oznaczania stężenia
ciał ketonowych najczęściej wykorzystywana
jest próba z nitroprusydkiem sodowym, w któ-
rej powstający ezerwonobrunatny związek daje
po dań kolorymet
ta rzede wszystk
do i w wypadku
witych ciał ketonowych w materiale biologicz-
nym, otrzymuje się wyniki zantżone, poza tym
w warunkach przechowywania materiału, jak
i w warunkach próby (temperatura), następuje
dekarboksylacja acetooctanu do acetonu. Jedna
z najbardziej czułych w stosunku do acetonu
metod oparta jest na tworzeniu czerwonego
pr,oduktu kondensacji tego metabolitu z aldehy-
dem salicylowym (4, 5, 6). Pomimo licznych
modyfikacji uptaszczających tę metodę (1, 3,
10), istnieją nada] duże trudności z zastosowa-
niem jej w rutynowych badaniach masowych,
ze względu na konieczność przeprowadzenia
acetooctanu w aceton oraz oddestylowania ace-
tonu z materiału biologiczrrego, bądź oddyfun-
dowania go w naczynkach Conwaya (16).

Podobnie kłopotliwa jest kolorymetryczna
metoda oznaczania ilościowego ciał ketonowych
w postaci acetonu oparta na barwnej reakcji
tego związku z 2,4-dwunitrofenylohydrazyną,
wymagająca również przeprowadzenia acetoocta-
nu w aceton, sama reakcja natomiast przebiega
w wysokiej temperaturze i pod ciśnieniem (11).

weterynaryjnego SGGW-A

Ogólnie
tryczne
nieprzyd
znajdują natomiast zastosowanie przy oznacza-
niu stężenia acetonu w roztworach standardo-
wych,

W związku z brakiem prostych metod możIi-
wych do masowych,
Iaborator,i ede wszyst-
kim prób prusydkiem
sodowym, które stosuje się dla osocza rozcień-
czonego wodą. Wykazano, że poziorl ciał keto-
nowych w rnoczu i mleku jest wykładnikiem
nasilenia ketonemii, jednak korelacja stężenia
tych związków we krwi, moczu i mleku jest
niewielka. lTest to wynikiem utleniania ketonów
w tkankach pozawątrobowych, proporcjonalnie
do stężenia we krwi. Mechanizm oksydacj,i ciał
ketonowych zostaje nasycony przy stęzeniu tych
metabolitów we krwi około 70 mg%. Dopiero
przy takim ich poziomie dalszy wzrost ketoge-
nezy powoduje zwiększenie wydalania acetonu,
kwasu acetooctowego i beta-hydroksymasłowe-
go Z mocżem.

Ponieważ dla związków ketonowych istnieje
zjawisko przypominające próg nerkowy, lepszą
metodą ustalenia nasilenia ketozy jest ozna-
czanie ketonemii a nie ketonurii.

W tej sytuacji wydawało się celowe opraco-
wanie metody ilościowego oznaczania ciał ke-
tonowych, która nie wymagałaby długiej wstęp-
nej obróbki materiału biologicznego, jak odbiał-
czanie, destylacja, dyfuzja acetonu czy prze-
kształcanie acetoocetanu w aceton, a która
okreśIałaby poziom jak największej ilości frakcji
ciał ketonowych.

Materiał i metody
Aceton oznaczano w osoczu, siarze i m].eku u krów

rasy ncb. Krew w celu odciągnięcia osocza pobiera-
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no do probówek pod war,stwę parafiny, podobnie sia-
rę i mleko. Do oznaczańa poziomu acetonu wykorzy-
stano reakcję ko,ndensacji waniliny z acetonem w
środowisku sil,nie al,kalńcznym, w wyniku której po-
wstaje z;;wiązek o,czerwono-brunatnym zabarwieniu,,
wykazu jący maksimurn a,bsołrpc ji przy długości fali
490 nm.
Odczynniki

1. 60% KoH
2. 100ń roztwór waniliny w al,koholu metylowym

(przygotowany rra świeżo)
3. ln NaOH
4. 0,1 n J w KJ sporządzony przez lozpuszczenie

6,3425 g jodu krystalicznego i 9 g KJ cz.d.a w małej
ilości wo,dy i dopełniony wodą do objętości 500 rn]

5. 1 n H2SOa
6. 1% skrobia
7. 0,1 n Na2S2O3
B. Mieszanina od,białczająca mleko i siarę: 10 g

ZnSOa, 10 g KOH uzupełnione wodą dest. do ołrję-
tości. 100 ml,

Schernat poistępowania ptzy ozlaczaniu acetonu w
osoczu przedstałvia tab. l.

Tab, 1,

5 ml standardu acetorru, 25 ml 1 rr NaOH i stopniowo
m,,ieszając 50 ml roztworu J rv KJ. Po 15 ,rni,nutach
dodano 30 ml 1 n ĘSOa, 0,6 ml skrobi i miareczko_
wa,no 0,1 n NazSzOs do odbarrvieruia. Zawartość aceto-
nu w roztworze standardowym wyliczano uwzględnia-
jącza7eżność,że 1ml 0,1 n JwKJ odpowiada 0,9675mg
acetonu, według wzoT:u| mg9tl acetonu :50 ml-
-X ml 0,1 n Na2SrO3(0,96?5)20

Używany roztwór standardowy zawierał 766,26 mg
acetontr w 100 ml. Przygot,owano rozcieńczenia stan-
dardu o zawartości 3,B3 mg0ń, 7,66 mgDltl, 15,32 mgo/o|
22,98 mEOh acetonu. Schemat postępowania prz.y spo-
lządzaniu krzyrve j kal,ibracy jnc j przedstawia l.ab. 2.

Wyliczono średni rvspółczynnik kalibracji r- fr, sdzie
C jest stężenie,m acetonu, E odpowiadającą te-lrnu stę-
żeniiu ekstynkcją. W badaniach ,lvłasnych współczyn-
nik kalib,rac ji przy odczytach n,a fo,tokolorym|etrze
Specol 1ł,lynosił 22,96.

Tab. 3. Wyniki pr,ób odzyskiwania acetonv przy ozna-
czaniu_ tego metabolitu w osoczu

Aceton w próbie
rł,artości oczeki-

wane
mg

Aceton -śt,ednie war-
tości od-
zyskane

mg
Osocze (ml)
KoH 60% (ml)
HzO dest. (m1)
Wanilina 100ń (m1)

Łaźnia wodna 65oC - 20 min.

HrO dest. (mI) Is ]D

Kolorymetrować natychmiast wobec wody dest. przy
długości fali 490 nm, w kuwetach grubości 1 cm.

Przy kaźdym oznaczaniu zaleca się wykonanie kil-
ku pró,b ślepych ,odczynnikowych, po dodaniu KOH
nie irrależy przerwać oznaczania ,na dłużej niż 5 mi-
nut. Poziom ciał kertonowy,ch w po,staci acetonu, wy
rażony w mg w 100 ml osocza obliczano według wzo-
ru: mgo/o acetonu w osoczu : I((Ee-Es-E5 o6"2.), gdzie
K jest śnednim współczynnik,iem kałibracji wyliczo-
ny,m przy sporządzaniu krzywej kalib,racyjnej, E6 jest
eks,tynkcją próby badanej, Es oa"". jest ekstynkcją
próby ślepej odczynnikowej, E5 jest ekstynkcją próby
ślepej.

Tab. 2

0,038 0,035 92,2 Ir,

Wyniki i omówienie

Dokonano charakterystyki metody pod wzglę-
dem: dokładności, czułości i precyzji. Dokład-
ność metody oceniono na podstawie przeprowa-
dzonych prób odzysku (tab. 3). Fabinyi (cyt.
za B) ocenia czułość próby z waniliną na
0,000250/o z błędenr 57o. W badaniach własnych
oznacza:ąc poziom acetonu w osoczu wykrywa-
no 0,01 mg tego metabolitu w próbie, co odpo-
wiadało 1 mg w 100 m1 osocza. Precyzję za-
kresu błędu ozrlaczor,o metodą kolejnych pow-
torzeń próby w osoczu (tab. a). Jak widać me-
toda cechuje się duzą powtarzalnością, z od-
chyleniem standardowym równym 0,617, przy
średniei 11,16.

4 Sodcz. Tab. 4, Ocena powtarzalności metody oznaczania
acctonu w osoczu

IParametr Wartość

1

1

.J
1-
1

0,5

Roztwory standar-
dowe (ml) *)

HrO dest. (m])
KOH 600/o (ml)
Wanilina t00/o (mI)

ł,aźnia wodna 65oc - 20 min.

HzO dest. (ml) |s |s
KolorymetrowaĆ natychmiast wobec Sodcz. przy dłu-

gości fali 490 nm, w kuwetach grubości 1 cm.
obja.§nienle: *) : zawlerające odpowiednio: 3,B3 mg%,

7,66 mg96, 15,32 mgg6, 22,s8 mEqD acetonu.

Do wykreślania krzywej kalibracyjnej użyto r,oz-
tworów acetonu o wzrastających stężeniach, otrzyma-
nych ze standardów a,cetonu sporządzo,nego przez roz-
oieńczenie 5 ml acetorru cz.d.a. 495 ml wody desty-
lowanej. W roztworze standardowym zawartość ace-
tonu oznaczono jodometrycznie według ogólnie przy-
jętych zasad. Jodo,rnetryczne miar,eczkowanie acetonu
przeprowadzono um,ieszczając w zlewce nra 250 m1
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Aceton w siarze i mleku oznaczorro po
uprzednin odbiałczeniu. Zgodnie z \Mymogami
reakcji odbiałcz musi zachować odczyn alka-
liczny lub obojętny. Odbiałczanie siary j mle-
ka taniną i kwasem sulfosalicylowym powodo-
wało wzrost stężenia jonów wodorowych w pró-
bie, podobnie nie dawało wyników zastosowa-
nie podpuszczki, która wytrącała jedynie ka-
zeinę. Odbiałczanie siary i mleka przeprowa-
dzano przy użyciu mieszaniny składającej się

1-
1

0,5

5

Średnia z powtórzeń i błąd
średniej
Suma ,,vyników

Suma kwadratórv odchyleń
IJ,ość powtórzeń
Odchylenie standardowe

x+m
łx

? (x-x)'
n

11,16 ]- 0,13B0
223,25
7,2463
20
+ 0,617
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z l0 g ZnSOa i 10 g KOH uzupełnionej wodą
destylowaną do objętości 100 ml. Pobrane mleko
lub siarę rozcieńczono mieszaniną odbiałczającą
w stosunku 1:1. Po wymieszaniu wirowano 10
minut przy 3000 obr./min. Supernatant po od-
ciągnięciu pokrywano warstwą parafiny. W
celu wyeliminowania barwy, jaką wanilina
może dawać z innymi składnikami mleka, wpro-
wadzono dodatkową próbę nje zawierającą
KOH, oznaczoną jako B^o*1. Tab. 5 zawiera
schemat oznaczenia poziomu acetonu w mleku
1 Slarze.

Tab. 5.

S ]Bxorł ]Soo"".
Mle]<o odbiałczone
(m1)
KOH 600ń (ml)
HrO dest. (ml)
Wanilina tOoń (ml)

T,aźnia wodna 65oC - 20 min.

HrO dest. (ml)

Kolorymetrorvać natychmiast rvobec lvody przy dłu-
gości fali 490 nm lv kuwctach grubości 1 cm.

Zawartośc ciał ketonowych w siarze i mleku
w postaci acetonu wyrażona w mg w 100 mI
siary lub mleka obliczano wg wzoru: mgVo
acetonu : K(E"-Eg-Eu*o"), gdzie K jest śred-
nim współczynnikiem kalibracji, wyliczonym
przy sporządzaniu krzywej kalibracyjnej, EB
jest ekstynkcją próby badanej, E5 jest ekstynk-
cją próby ślepej, E"^o" - ekstynkcją próby nie
zawierającej KOH. Wyniki dotyczące prób od-
zysku przedstawia tab. 6. Wskazują one na wy-

Tab. 6. Wyniki prób odzysi<irvania acetonu przy ozna-
czaniu tego metabolitu w siarze i mleku

dobrą powtarza]nością, przy odchyleniu stan-
dardowym 0,408, przy średniej z powtórzeń 4,2l.
Cechą odróżniającą metodę ozrlaczan,ia ciał ke-
'tonowy,ch w osoczu i mleku przy użyciu wani-
Iiny od stosowanych powszechnie w labora-
toriach jest maksymalne uproszczenie jej wy-
konania, polegające na eliminacji odbiałczania
materiału biologicznego (z wyjątkiem siary i
mleka), destylacji acetonu bądź utleniania
wszystkich ketorrów krwi lub mleka - unika
się w ten sposób niebezpieczeństwa przekształ-
cenia ketonów krwi w inne związki niż aceton,
eo może nastąpić przy stosowaniu takich utle-
niaczy jak dwuchromiany. Dotychczasowe me-
tody sprowadzają się do oznaczarlia tylko jednej
frakcji ciał ketonowych: acetonu bądź acetooc-
tanu, stąd średnie wartości fizjologicznego po-
ziomu tych metabolitów we krwi i mleku spo-
tykane w literaturze są nieco niższe (10, 15) niż
otrzymane metodą z waniliną, którą jednocześ-
nie określa się poziom dwóch frakcji ketono-
wych: acetonu i acetooctanu.

Wnioski
Przedstawiona metoda oznaczarlia stęzenia

związków ketonowych w osoczu, siarze i mleku
z użyctem waniliny nadaje się do oznaczeń ru-
tynowych, charakteryzuje się wysoką precyzją,
duźą dokładnością i czułością.
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OnpegeneHile K€,IoHo-
BbIx TeJI n óopue aIIeToHa B IIJIa3Me Kpollil, B ]uoJlo-
3!tBe ll MoJIoKe KpynHoTo poraToro cKoTa.

Astopsr paspa6oranu KcJIcprrMerpIirqecxuir MeToA
KOJIV9eCTBeHHOrO OnPeneJIeHI,{fl K€TOHOB!,IX TeJI B nJla3-
Me KpcBT4, B MoJIo3]4Be ,{ B McJIoKe KpynHoro poraToro
cKoTa. ocHoBaHur,rż Ha peaKI]]4lł KoHAeHcaqrłr1 BaHr{-
JIilHa c aueToHoM B aJlKaJllrlecxoż cpeee. Meron xa-
paKTepl3yloT donsruag noBTopfleMocTb, qyBcTBlTeJIb-
HOCTL r{ BFJICOKafl TO'IHOCTE,; OH fiBJIfleTCfl flPI4rOAHbIM
lJJIfi pyTuHoBsrx lrccne4onaHuż.

Majewska B., Rybczyńska J. - The determination
of ketones as acetone in plasma, colostrum and rnilk
in the cow.

A colorimetric quantitative method based on the
condensation of vaniilin and acetone in an alkaline
medium was developed for the determińation 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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0,5

1.

.r.
4,

6.
7.
8.

9.
10,
11.

Aceton w próbie
rvartości oczeki-

wat]e
mg

Aceton w próbie
średnie wartości

odzyskane
mg

Y" odzy-
sku

0,014 0,017 Ir,
stępowanie w mleku związkow innych rriż
aceton, dających również pozytywne reakcje
barwne z waniliną, takich jak: acetooctan czy
betahydroksymaślan przekształcający się w
acetooctan.

W tab. 7 ujęte zostały dane dotyczące pre-
cyzji metody. Jak widać, charakteryzuje się ona

Tab. 7. Ocena powtarzalności metody oznaczania
acetonu w mleku

iearametrI Wartość

Średnia z powtórzeń i błąd
średniej
Suma wyników
Suma kwadratów odchyleń
Ilość powtórzeń
Odchylenie standardowe

xim
2x

ł (x-x)'
n
b

4,21 + 0,0913
84,20
3,165
20
0,40B
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