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SOMMAIRE

Des modifications sont apportées 4 la technique proposée par REID pour le dosage des subs-
tances cétoniques dans des liquides biologiques (sang, urine, contenu de rumen, ensilage).

Elles consistent en une augmentation du volume et de la durée de la distillation et en I'em-
ploi de la technique colorimétrique de MICHAELS avec lecture & 420 my.

Ces modifications améliorent trés notablement la reproductibilité du dosage de I'acide B-hy-
droxybutyrique

INTRODUCTION

La détermination des corps cétoniques dans les liquides biologiques pose un cer-
tain nombre de problémes de méthodologie. Plusieurs méthodes ont été proposées
mais aucune ne donne entiére satisfaction. Les tests qui peuvent rendre de grands
services en clinique vétérinaire ou médicale ne sont pas quantitatifs. La méthode la
plus satisfaisante pour 'esprit et la plus sélective est a priors, la méthode enzymatique
WILLIAMSON (1965). Mais la préparation et la purification de I'enzyme sont longues
et délicates. On ne peut absolument éliminer la polyol-déshydrogénase et la malico-
déshydrogénase si bien que, le fructose, le sorbitol et les malates perturbent le dosage.

Les méthodes gravimétriques, comme celle de VAN SLYRE (1917) utilisant le
réactif de DENIGES ne sont précises que pour des concentrations élevées ; on n’observe
pas de précipité pour des concentrations allant jusqu’a 5 mg p. 100 ml. La sensibilité
est améliorée par néphélométrie SHIPLEY et al., (1948). Mais les auteurs eux-mémes
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estiment qu’avec des concentrations de I'ordre de 1 mg p. 100 ml, I'erreur peut attein-
dre 15 p. 100.

Les méthodes titrimétriques sont plus précises. La méthode de WEICHSELBAUM
et al. (1941) donne d’excellents résultats pour des concentrations proches de 10 mg
p. 100 ml ; mais peu reproductibles pour des concentrations faibles.

Nous avons surtout étudié les méthodes colorimétriques qui se prétent bien a
des dosages en série et conviennent a la détermination de concentrations relativement
faibles. Elles peuvent donc étre utilisées pour des études sur animaux normaux.

I. — DETERMINATION COLORIMETRIQUE DE L ’ACETONE

I/acétone donne avec l'aldshyde salicylique en milieu alcalin, un produit de
condensation de coloration rouge a orange. REID (1g60) utilise cette réaction pour la
détermination colorimétrique de I'acétone par lecture a 530 mu. MICHAELS et al. (1951)
utilisent la réaction entre 'acétone et la 2-4 dinitrophénylhydrazine conduisant 4 la
formation d’une hydrazone, extractible par le tétrachlorure de carbone et donnant
un milieu coloré lisible 4 420 mp. Nous avons comparé ces deux méthodes a I'aide de
solutions pures d’acétone de concentration connue. Les densités optiques observées
sont reportées sur la figure 1. Nous avons retenu la méthode de MICHAELS qui suit
mieux la loi de Beer que celle de REID.
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II. — TRANSFORMATION DES ACIDES ACETOACETIQUE

ET B-HYDROXYBUTYRIQUE EN ACETONE

La transformation de 'acide acétoacétique en acétone ne pose pas de problémes
L’acide sulfurique ’hydrolyse en totalité et le rendement égale 100 p. 100. Il n'en
est pas de méme pour I'acide B-hydroxybutyrique qui ne peut étre dosé qu’aprés oxy-
dation en acide acétoacétique qui est ensuite hydrolysé en acétone. Mais le rendement
de ces réactions dépend des conditions d’oxydation et n’atteint jamais 100 p. I00.
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11 faut donc opérer dans des conditions nettement définies. Aussi existe-t-il de nom-
breuses méthodes qui sont toutes basées sur le principe de 1’oxydation par le bichro-
mate de potassium.

MICHAELS et al. (195I) réalisent I'oxydation en flacons bouchés hermétiquement
et placés dans un bain-marie. La détermination colorimétrique se fait directement
sans distillation et porte donc sur la totalité des corps cétoniques. Cette méthode ne
permet pas I’évaluation séparée de l'acide B-hydroxybutyrique, mais uniquement par
différence entre corps cétoniques totaux et somme acétoacétique + acétone mesurées
sur des prises d’essai différentes ce qui multiplie les causes d’erreur.

THIN et ROBERTSON (1952) réalisent I'oxydation et I’hydrolyse a la température
ambiante en cellules de Conway ; l'acétone diffuse dans I'enceinte intérieure et se
combine a I'aldéhyde salicylique. Cette méthode ne nous a pas donné satisfaction car
nous n’avons pu empécher I'altération de 1'aldéhyde et obtenir un blanc stable.

GREENBERG et LESTER (1944) conduisent 1'oxydation a chaud sous reflux et
procédent ensuite & une distillation également a chaud. Leur méthode a été améliorée
par MAVEs et RoBSON (1957) qui réalisent reflux et distillation avec le méme appareil.
REID (1960), grice & un appareil de distillation original, I’a encore simplifiée en menant
de pair reflux partiel et distillation. Nous avons étudié cette derniére méthode pour
I'oxydation du B-hydroxybutyrate et la distillation de I'acétone formée que nous
avons dosée par colorimétrie selon la méthode de MICHAELS.

L’hydrolyse de I'acide acétoacétique et sa distillation selon la méthode de REID
(1960) sont trés reproductibles et s’effectuent avec un rendement de 100 p. 100. Nous
n’avons par contre pas obtenu avec cette méme méthode un rendement constant pour
I'oxydation de I'acide B-hydroxybutyrique en solution pure ou en surcharge en milieu
sang ou urine. Le tableau 14 montre que le taux de récupération de la surcharge est
trés variable avec un volume de distillation de 5 ml en 5 minutes préconisé par REID.
Nous avons constaté qu’il restait encore de 'acide B-hydroxybutyrique non oxydé
dans 'appareil aprés 5 minutes de distillation. Aussi avons-nous augmenté le temps

TABLEAU I

Comparaison des rendements de Uoxydation de la distillation et de la coloviméirie
de Uacide hydroxybutyrique, par la technique originale de REID

(8 mesures)

Tableau 1 a Tableau 1 b
Volume de
distillation 5ml x 5 mn 140 ml x 10 mn
minimum ‘ maximum ‘ moyen minimum ’ maximum moyen
Rendement ‘
38,5 ’ 78,0 ‘62,2 + 15,6 72,0 ' 78,2 755 + 21

et le volume de celle-ci en les portant respectivement 4 10 ml et 4 10 minutes pour
garder la méme vitesse de distillation. Ceci nous a permis d’obtenir aussi bien en
solution pure (tabl. 1) qu’en surcharge sur le sang ou l'urine, des taux de récupéra-
tion satisfaisants (tabl. 2).



84 R. PUECH

Le rendement et la récupération des surcharges étant de 75 p. 100 en moyenne
pour I'acide 8-hydroxybutyrique, il convient de multiplier par 4/3 le résultat obtenu
pour cet acide. Toutefois, les conditions de chauffage et la vitesse de distillation ont
une influence sur ce rendement, il faut donc les standardiser et controler le rendement
périodiquement au moyen de solutions pures.

TABLEAU 2

Récupération des surcharges dacide hydroxybutyrique sur le sang
(distillation 10 ml) par la technique de REID modifide

Acétone p. 100 ml . .
correspondant a la Surcharge ‘(expnmee Acetc:ne p- 100 ml Surcharge récupérée Taux .
D.O. lue en acétone) aprés surcharge (mg) de récupération
(mg) (mg) (mg) (mg)
2,48 0,6 2,93 0,45 75,0
2,78 0,6 3,24 0,46 76,7
2,45 0,6 3,89 0,45 73,5
2,03 1,8 3,36 1,33 73,8
2,07 1,8 3,46 1,41 78,4
2,14 1,8 3,44 1,30 72,2
2,5% 3,0 4,80 2,23 74,3
2,44 3,0 4,62 2,18 72,7
2,51 3,0 4,93 2,92 74,0
MI. — METHODOLOGIE ADOPTEE
Réactifs

S04Zn 5 p. 100 (P/V)
Ba(OH), environ 0,3 N
S0O,Cu 10 p. 100 (SO,CusH,0 p/v)
Lait de chaux (100 g CaO en suspension par litre)
SOH; 7 N
K.Cr,0, 0,2 p. 100 (p/v)
2-4 Dinitrophenylhydrazine o,1 p. 100 dans HCl 2 N
NaOH 10,5 N
CCl,
Défécation

A 5 ml de sang ajouter 10 ml de solution de ZnSO, puis la quantité équivalente de Ba(OH), et de
Peau distillée pour obtenir une dilution de 1/104 1/80. Laisser reposer au moins 3o minutes et filtrer
ou centrifuger SOMOGYI, {1945). Si le liquide 4 déféquer contient plus de 2 m/l de sucres réducteurs,
il est préférable d’employer la solution de CuSO, et le lait de chaux LEPPER, (1938).

Distillation

Porter a ébullition 8 ml de SO,H, 7 N (pour avoir une ébullition régulitre ; employer un petit
tube de verre fermé 4 une extrémité et & 0,5 cm de I’autre extrémité pour emprisonner une petite bulle
d’air). Introduire la prise d’essai (10 &4 50 y de corps cétoniques totaux exprimés en acétone) aprés
avoir vu perler quelques gouttes de distillat, au moyen du tube capillaire, sans interrompre I'ébulli-
tion.

Régler le dispositif de chauffage de fagon 4 distiller ¢ vitesse constante 10 ml en 10 minutes. Cette
premiére fraction correspond & I'acétone et & I'acide acétoacétique.
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Rajouter par le capillaire 5 ml de K,Cr,0, et distiller & nouveau 10 ml en 10 mn. Cette deuxitme
fraction correspond 4 l’acide 8-hydroxybutyrique.

Colorimétrie
Ajouter 5 ml de dinitrophénylhydrazine puis 5 ml exactement mesurés de CCl,, Agiter 10 minutes’
Additionner 3 ml de soude et agiter 5 minutes.

Lire la densité optique & 420 mp. par rapport 4 un blanc (distillat remplacé par eau distillée) et
4 un standard (distillat remplacé par une solution connue d’acétone).

Regu pour publication en novembre 1967.

SUMMARY

THE DETERMINATION OF KETONE BODIES IN BLOOD, URINE AND RUMINAL CONTENTS

A modified Reid’s method was applied to the estimation of ketone bodies in blood, urine and
ruminal contents.

The modifications consist in an increase in the volume and duration of the distillation and the
use of Michaels’s colorimetric technique with readings taken at 420 my.

These modifications consistently improved the reproducibility of estimation of the -hydroxy-
butyric acid.
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