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224. Dosage rapide de l’acide ascorbique des surrknales du Rat 
par Kurt H. Meyert, C. H. Haselbach et R. A. Boissonnas. 

(30 VI 52) 

Le dosage de l’acide ascorbique dans les surrknales du Rat a pris 
une importance accrue par suite du d6veloppement du dosage de 
1’A.C.T.H. selon le test de Sayers1). 

la dini- 
trophknylhydrazine selon Roe & Kuether2). Cette mkthode est longue 
et incommode pour des dosages en sdrie. Le dosage de l’acide ascorbi- 
que au dichloroph~nolindoph~n~l~) est plus rapide et plus adapt6 au 
travail en sdrie, mais il a le desavantage d’8tre moins spkcifique et 
moins pr6cis. 

Nous nous sommes done efforces de modifier la methode elassique 
la dinitrophknylhydrazine, de fapon a obtenir une m6thode precise 

et spkcifique, rapide et facile a utiliser dans les dosages en skrie. 
Roe & Kuether2) emploient une quantite precise d’un noir animal 

specialement trait6 pour effectuer I’oxydation de l’acide ascorbique 
en acide ddhydro-ascorbique, et pour filtrer l’extrait glandulaire. Des 
essais nous ont montr6 que certains noirs animals absorbent une 
quantit6 appreciable d’acide ascorbique ou ddhydro-ascorbique. Nous 
avons remplace‘ pour la filtration le noir animal par la Celite 5354) qui 
facilite la filtration de l’extrait sans retenir l’acide ascorbique ni 
l’aeide d6hydro-ascorbique5). Nous employons Z’euu de brome pour 
transformer l’acide ascorbique en acide de’h ydro-ascorbique. L’oxyda- 
tion est instantanke. L’excds d’oxydant est detruit par l’aniline qui se 
transforme en bromoanilinec). 

Au lieu de chauffer avec la, dinitrophdnylhydrazine pendant 3 h. 
a 37O comme Roe & Kuether (loc. eit.), nous chauffons looo  pendant 
5 min. seulement. 

Le noir animal retient toujours une quantit6 appreciable de li- 
quide et necessite un volume initial de solution suffisamment grand. 
Afin de maintenir le voIume final dans des limites raisonnables, Roe 
& Kuether sont obliges d’ajouter un faible volume d’acide sulfurique 
concentre lors de la dilution du produit de r6action, ce qui provoque 

l) M .  A.  Sayers, G. Sayers & L. A .  Woodbury, Endocrinology 42, 379 (1948). 
2)  J. H .  Roe & C. A.  Kuether, J. Biol. Chem. 147, 399 (1943). 
3, P. L. Munson, $. C. Barry & F.  C. Koch, J. Clin. Endocrinol. 8, 586 (1948). 
4) Celite 535 de Johns Manville (U.S.A.), livree par Schneider & Cie., Winterthur. 
5) Ce n’est pas le cas de YHyflosupercel qui retient partiellement les acides ascorbi- 

6, Ce principe de destruction de l’exc8s de brome par une reaction de substitution 

Sayers dose l’acide ascnrbique des surr6nales du Rat 

que et  d6hydro-ascorbique. 

aromatique a 6tk employ6 par K. H.  Meyer & P. Kappelmeier, B. 44, 2718 (1911). 
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un trks fort Bchauffement et exige une adjonction lente de l’acide sous 
refroidissement. Au contraire, l’abandon du noir animal permet d’uti- 
h e r  une prise initiale concentrde, de volume reduit, et l’on peut ainsi 
diluer le produit de reaction par un volume plus grand d’acide sul- 
furique dilu6, ce qui permet d’obtenir un m$me volume final de m$me 
concentration en acide que selon Roe  & Kuether et, en Bvitant 1’6chauf- 
fement, de simplifier et d’accdlhrer les manipulations. 

Grhce a ces perfectionnements, une seule personne peut faire une 
cinquantaine de dosages en. 40 min., alors qu’il faut env. 5 h. par la wk- 
thode de Roe & Kuether. I1 est ainsi possible, en une meme journhe, 
d’effectuer plusieurs dosages d’A.C.T.H. selon Sayers en se basant 
chaque fois sur les resultats du test prdcddent. 

Notre methode permet de doser avec une prBcision de & 1% de 
10 ?i 50 y d’acide ascorbique par prise de 2 cm3, c’est-&-dire de 25 a 
125 y d’ac. ascorbique par glande. 

Entre ces limites, il y a proportionnalitB directe entre le log. de 
l’extinction et la concentration. En portant en abscisse les concen- 
trations et en ordonnee les log. des extinctions (blancs defalques), on 
obtient donc une droite passant par zBro. 

Entre 4 et 8 min. de chauffage, l’extinction augmente de 5 % par 
min. de chauffage. I1 faut donc contrbler le temps de chauffage a 
f 5 see. Afin d’6liminer toute variation pouvant provenir du temps 
de chauffage, ou de la temp4rature de ehauffage (variation de la 
pression barombtrique), nous dosons un standard d’acide ascorbique 
en meme temps que chaque lot. Le cas Bcheant, il suffira de diviser 
toutes les valeurs obtenues par un facteur proportionnel a la valeur 
donn6e par le standard. Autrement dit, la variation du temps de 
chauffage ne fait que changer la pente de la droite. I1 n’est donc pas 
ndcessaire, comme avec la mdthode de Roe & Kuether (qui emploient 
aussi un standard), de se rapporter a une courbe Btalon, et tous les 
caleuls peuvent sinsi &re faits a la r8gle. 

Des essais effectuds en double (2 prelbvements de 2 cm3 sur le 
meme filtrat) ont donne exactement les memes valeurs, ce qui prouve 
l’excellente reproductibilite de la methode. 

Nous remercions vivement le Fonds pour l’encouragement des recherche8 scientifipuas 
et la Rockefeller Foundation de l’aide qu’ils nous ont accordbe, ainsi que Mlle M .  Vidou&z 
de sa collaboration. 

Partie exphrimentale. 
Rdactifs: Aeide trichloracktique 4%. 
Dinitrophknylhydrazine en solution 2% dans l’acide sulfurique 9-n. (1 vol. acide sul- 

Aeide sulfurique 70% en poids (130 vol. ac. sulfurique conc.+100 vol. eau). 
Eau Cle brome: de l‘eau distillee est secouee Lwec quelques gouttes de brome et dB- 

Anil ine:  3 cms d‘aniline dissous dans 100 01113 SO,H, 9-n. 
Celite 535 de Johns Manville. 

furique concentre+ 3 vol. eau). 

cantke. Ce reactif doit &re fraichement prepare. 
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. Appareillage: Eprouvettes Pyrex de 150 x 15 mm, en verre Bpais, sans rebord, e t  un 
support en aluminium pouvant contenir 50 Bprouvettes. 

Verres b centrifuger de 10 A 15 om3 avec pistil pour homogBn6iser. 
Gooch en verre frittB G 3 de 1 b 1,5 cm 0 .  
Le gooch est fix6 sur un bouchon caoutchouc 2 trous s'adaptant sur les Bprouvettes. 

Le second trou est garni d'un tube de verre relie au vide. On peut employer le mbme gooch 
et  Bventuellement les mdmes verres it centrifuger et pistils pour toutes les dkterminations, en 
les lavant it l'eau, puis en les rinpant it l'alcool mbthylique et  les &chant par un courant d'air. 

SpectrophotomAtre Unicain S. P. 350 (A rBseau de diffraction) ou tout autre colori- 
metre b rBseau ou it filtre. 

Bain-marie pouvant contenir le support b Bprouvette. 
Bac de refroidissement. 
Pipettes jaugBes de 0,l cm3, 0,5 cm3, 2 cm3 et 5 cm3. 
Me'thode. Dans un verre 8. centrifuger sec, placer une surrbnale plus 5 cm3 d'acide 

trichloracBtique. Triturer par un pilon sec. Ajouter env. 50 rng (par une cuillAre jaugBe) 
de Celite 535. La quantitB de celite n'a pas d'infhence sur le dosage. Triturer avec la celite. 

Filtrer sur gooch G 3 au vide dans une Bprouvette skche. Une fois que toute la sBrie 
de glandes a 6tB triturBe et  filtr6e: 

De chaque Bprouvette: Prelever 2 om3 par une pipette e t  les placer dans une Bprou- 
vette &he (on peut utiliser la mdme pipette non rincBe pour tous les prBlAvements, les 
concentrations Btant toujours du mbme ordre de grandeur). 

Ajouter 0, l  cm3 d'eau de brorne'). Agiter. Moins d'une min. apr&s, ajouter 0,l cm3 
d'aniline'). Agiter. Ajouter 0,5 cm3 de dinitrophknylhydrazine. Agiter. 

Plonger exactement 5 min., dans le bain-marie bouillant, le support garni des Bprou- 
vettes et, aussit6t cc dernier retir6, le placer dam un bain d'eau froide. Dans les 5 min. 
qui suivent, ajouter b chaque tube 5 cm3 d'acide sulfurique. Agiter. Apr&s 5 min. sortir 
du bain et lire contre l'eau au spectrophotomAtre Unicam b 540 mp. 

On fait simultanBment b chaque sBrie deux blancs contenant tous les rbactifs mais 
pas de glandes, ainsi que deux standards contenant une qiiantitB connue d'acide ascorbique. 

SUMMARY. 
Ascorbic acid determination according to Roe & Kuether which 

is extensively used in Bayers A.C.T.H. test, has been transformed and 
simplified so as to allow rapid serial work: 

Norit is replaced by Celite and oxydation is effected by bromine, 
the excess of which being destroyed by aniline.-Heating time is 
reduced from 3 hours to 5 minutes, temperature being raised to 
1000.-Exothermic dilution by strong sulfuric acid is avoided. 

Linear relation between ascorbic acid concentration and log. of 
extinction is obtained in the range of 10 to 50 y.  Precision and repro- 
ductibility are excellent- 

The present method allows 50 determinations to be carried out 
in about 40 minutes, as compared with more than five hours by the 
original method of Roe & Kuether. 

Precision and selectivity are better than those obtained by the 
dichlorphenolindophenol dye method. 

Laboratoires de Chimie Organique et Inorganique 
de l'Universit6 de Genkve. 

On peut accBlBrer encore ces operations en remplapant les pipettes de 0,l cm3 
par des entonnoirs remplis de reactif e t  se terminant par un capillaire donnant toutes 
les 2 sec. une goutte de 0,l cm3. 


