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FELIKS NAGÓRSKI
Warszawa

Teoretyczne podstawy melod klinicznego badania białek
surowicy krwi (re{raktometria, elektro{oreza)

Strach S., Bohosiewicz M. -Untersuchungen 
iiber

Toxizitilt des Unkrauttilgungspriiparats,,Fielik" bei
§chweinen.

Im Laufe von 40 Tagen wurde 16 Ferkeln das
Futter mit Zusatz von 15-100 mg Priiparats ,,Pielik"
(2,4 - D) pro 1 kg Gewicht verabreicht. Sowohl in
der Versuchszeit wie auch in der Kontrollperiode
ist kein Abweichen vom normalen Benehmen der
Tiere wahrgenommen worden. Die Zalnl der Erytro-
und Leukocyten, das Niveau von Hb und die innere
Kórpertemperatur haben im Laufe und nach Ab-
schluss dei Untersuchungen keine wesentlichen Dif-
ferenzen im Vergleich zu den Ausgangswerten erwie-
sen. Die Gewichtszunahme gestaltete sich in den
Versuchsgruppen hóher als in der Kontr,ollgruppe.

Das mit 200 mg Pr§parat pro 1 kg Gewicht versetzte
!'utter wurde von Tieren innerhalb 5 Tage aufge-
noĘmen, das mit 400-800 mg pro 1 kg Gewicht im
Laufe von 1-3 Tagen verzehrt, dagegen das nor-
male Futter nahmen ,die Tiere gierig auf. Futterge-
ruch mit Zusatz von betrdchtlichen Gaben ,,Pielik"
ist derart durchdringend und abstossend, dass die
Ferkel keine Lust zeigen es aufzunehmen.

Eine langdauernde Verabreichung des Pr§parats
in Dosen bis 100 mg pro 1 kg Gewicht sowie eine
einmalige Verabreichung desselben in hóheren G,a-
ben ruft keine Vergiftungserscheinungen hervor.
Tats§chlich das in normalen umst§nden verabreichte
Priiparat ,,Pielik" hat keine tódliche Intoxika,tion
bei Ferkeln zur Folge.

w,icy, na równi z innynr,i metodami. Szczególnie waż-
riym' warunkiem przy oznaczaniu współczynrr^ika zała,
,rriania jest utrzyrnanie stałej ternperatury (17,5'C),
Ilości białka otrzymuje się z tablic Reissa.

Rozdział białek surowicy za pomocą
elektroforezy.

pod tenmi]nem elektroforeza rozumiemy zjawisko
wętlrowania n,ałado,wanych cząsteczek koloidów w p,o-

lu- elektrycznym, pfzy czym cząstecżki naładowane
ujem,nie wędrują do aąody, a naładowane do,datlnio ,do

katody.
P..ozdztaż białek w ipolu elektryczn}im prądu stałego

jest dzięki temu rnożliwy, że białka posia,dają nŃurę
irntoUtri, i że własności buJorowe białek ołpierają się
na budowie tzw. dipolu, którego wzór rprzedstawia się
n,astępująco: R_cH-ooo-

I

NH3+
W irozt,worze zatem wy;stąlują dwie postacie ,dyso,cja-

cii: dysocjacja grupy karboksylowej (R -----€OO-),jit i ÓysoójaójaŹasiĆtowa grupy aminowej (R-NH'+),
Ładunek cząsteczki białkowej za\eży od ilości grup
kwaśny,ch i zasadowych, jaikie znajdują się w czą-
steczce białkowej aTaz od stężenia jonów wo-
dorowych środowiska (pH). Eiorąc dla .przykładu rraj-
bardziój prosty aminokwas glicynę, lktórego wzór iest
CH, - CÓOH, można ująć zmianę ładunku w zależno-

I

NHz
ści b,d pn w ąlosób następujący:

a) p,rzy,nis,kim, tj. kwaśnym pH,
UrC-COO- * H+ : H2C- COOH

Oznaczanie ilości białka w surowicy jest połączo,ne
z licznymi trud,nościami, które związane są z tym, że
białka na ogói nie c,zrracza się wprost, 1e,cz jedynie
pewne jego skła,d,niki, lub charakterystyczne właści-
woś,ci fizy czne (za,wa,r,toś ć azotu, wiązan,ia pepty,dowe,
cięźa,r,właściwy, refrakcja światła, lepkość itd.). Każda
z lych metord po|siada dorbre strony i b,ralki. i\ie będą
tu o,ne jednak ornawiane, poniewź białko całEowite
w rui;Jłnowych bada,niach ,ktrinicznych oarLacza się naj-
częściej rneto,dą refraktometryczną i tej to metodzie
poświęcołro głównie uwagę.

po,dstawą refrakio,rnetrii jesrt zdotrność niej,ednako,-
wego załamywania się pnom,ieni świetlnych w różrrych
środo,wiskach. pro,mienie świetlne przechodząc przez
różne śr,odowiska, zmieniają swój kierunek i zała,mu-
ją się. Stosr-lnex sinusa kąta ,padania do s,inusa kąta
załamania nosi nazwę współczynnika refrakcji,
który dla danej sdbstancji zależy od długości
fali świartła. Im długość fali jest krótsza, tym si.trniej
zostaje zała.ma,ny proLrnień światła i tyrn większy jest
współczynnik załamania, T/fspółczyrlnik załamania
zmienia się w zależności o,d temperatury i ,dla różnych
,sr.r,bstancji wah,a się w €,ra,nicach 1,3 do 1,B, przy tym
w}soki współczyrl;ni,k zdarza się rzadko.

Wsipółczynnik załairnania suro,wicy jest sumą współ-
czynrników załamania poszczególny,ch składrnikow. Przy
oznaczarrriu współczynnika załamania surowicy,C,odaje
się do ws6rółczynnika załamania wody de,stylowanej
nD : 1,33320 warto,ści porszczególnych składników po-
danych przez Rei"ssa:

dła 10/o białka 0,00195
dla 10/o NaCl 0,00160
dtra 10/o KCI 0,00134
dla 10/o rnogznika 0,00145
dja l0/o cukru gron. 0,00142

Współczy,rrnik r,efrakcji surowicy norrnal,nej jest za-
tern sumą warńości dwóch grup składników: krysta-
loidów i białka. Krystaloidy przy je,dnako,wym stęże-
niu posiadają ,pławie taki sam wpływ rra współ,czyp,rrik
załamania, jak białko- Jednak krystaloidy znajdują się
w surowicy w o wiele większym rozcieńczeniu, anżeli
bjałko (NaCl w stężeniu 0,650/o, glukoza 0,100io, b,iałko
natolrniast w 6-80/o). Dlatego wqpółczy,rrnik refra,kcji
surou,icy za\eży głównie od wahań stężenia białka.

Zna,una ilość lipo,proteidów w suro,wicy może wpły_
wać na dokładność oznaczania zawartości białka i nie
zaw$ze pokrywają się orrre w tych przypadkach z da-
nymi otrzymywanymi metodą Kjeidahla. Metoda po-
siada j,ednak tę dobrą stro,nę, że jest prorsta w użyciu
i do badań wystarczy tylko jedna kropla surowicy,
Według Sźebemanna (1937) cyt. wg Kirka), metoda
refraktornetry czna,1rrzy zachowaniu pewnych orstroż-
,rrości, może być stosowana do oznaczania białka suro-
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ł".*'
Gl,icyna lv grupie aminowej polsiada ładurlek dodat-

ni i jail<o kation ryvędr,uje do katody.
b) ,przy pH wys,okiłn, tj. zasadowym reakcja

przebiega:
HrC-.-COO- + OH-: HzC-COO- + H2O

ll

I

NH3+

NH3+ NH,
gdzie grupa karboksylowa posiada ładunek ujemny
i glicyna jako anio,n węd,ruje 'do anody.

c) przy p[I dbojętnym grupa amirnowa i karbo-
ksylowa ulega dysocjacji i wtedy reakcja p,rze-
biega następująco:

HzC-coo-
l

NH3+
Ładtmek dodat,ni i ujemny wzajernnie s,ię wtedy

zobojętniają i gl,i,cyna p,rzy tym pH posiada ła,dunek

-0.
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Kie,dy czĄsteczki białka w polu elelktr.y,cznym nie
przejŃiają'ruchu, to takie pH, przy. któryn w tern

uporóU biiłtro się zachowu;e, nazywa.się ptrnktem iz<l-

eie,ktrycznym. Punkt taki, jest słlrciisty dla każ,dego
niałkal Połoblnie jak glicyna zachowuje się większość
brałek, szczególnió zaś b,iałka Ls]urovicy krwi. Dla bia-
łek o,sócza o,kreślono następująoe wartości punrktu izo-
e,te,ktryczneglo:

Albumina pH 4,64
&-giobu],iny pH 4,B0

13-globu}i,ny pH 5,20
!'ibrynogen pH 5,40

t-globuliny pH 6,40

Badanie elektroforetyczne białek lsrrrowicy przep,ro-
wadza się z reguły w środowisku zasado,wym i wszyst-
kie białki w tycń warunkach wędrują do an,ordy, Szyb-
koić wędrówkd cząsieczek białkowych jes,t jednak róż-
na, za)Óżla od ładunku cząsteczki i od siły ipoła elek-
trycznego. Z ty,ch pods,tawowych założeń wynikają
główne-możliwóści Żastosowania elektr,oforezy, jako
ńetody analitycznej ,do bad,ań białek krwi. Moźiiwości
te idą w kilKu kieru]nkach: 1) określenia punktu izo-
elektrycznego białek, 2) tozńziałll mieszanirrry białek
prz,epiowadzonego głównie w badaniach bi,o,chemicz-
irvcń i klinicznych, 3) uzyskiwanie frakcji białko,wych
rlla cetów preparatywnych.

Za pomo,cą elektroforezy białka są rozdzielolne na
podstawie i,cń własności fizyczrrych, tj. ładu,nku ele,k-
t,rycznego cząsteczki białkowej. Własność ta nie cha-
l.akteryzuje jednak cząsteczki białk,owej pod każ,dym
względem i frakcje białkowe o jednakowej szybkości
w poiu elektry,cznym nie mogą byó uwźane za iden-
tycine ciała białkowe. Mogą ,się one róż,nić niejedna-
kowym stopniem strącalności, ,czy też dyfuzji, albo
wreŚzcie poiiadać mogą różne właściwości imrrrrr,noibio-
Iogi,czne. Dlatego też łptzy badaniu białka za pornocą
elektroforrezy należy zdawać sobie sprawę, że nie po-
siadamy w tej rnetodzie środka do dokładnej analizy
chemicznej.

a) Elek,t,rofoteza ,,wo'l.na" wg Tiseliusa
Pionierskie prace Hąrda'ego i Ml,chaeli,so (cyt. wg

Iisel,iusa) dotyczące wędrówki białek w polu elek-
trycznym, ich charakter;łstyczna zalażność od pII śro-
dowiska,'wskazywały na ważność tego zjawiska dla
oceny białek i enżymów, T,iselius kontynuując prace
Sued.bergu i jego szkoły po,djął w latach 1925-1930
bad"anie białeli za pornccą rnetody fizykochemicznej *
elektroforezy. Głównyrn celem tych pi,onierskioh pnac
były próby charakteiystyki białek pod względem.ja-
tóStiówyń, tj. ,oznaczónia górnej granicy pH, w której
białka nie'podlegały zmiano,m (purrkt !2g,elektryczny),
Te pierwsie poczyńania były w,stęprnym k_rokiem do
podójmowanii pr:ob w kieirrnku i,ch podziału, Dla
przeprowadzenia ty,ch badń Tżselżus skornstruował
'przyiząd w postaci rurki szklanej, iłrygiętej w kształ-
cie ]itery U.

Dolna połowa U - rurki (lewa) jest wypełni,on_a
mieszanińą białek surowiey .składającej się z 3 skład-
ników A, b, C. Górna ,połb,wa zawierra r,o,ztwór bufo-
Iowy.

Początkouro wszy,stkie frakcje A, B i C są wymie-
,r"n" równorniernie. Wędrówka cząsteczek białkowych
w roztworze aikalicznyrn pH buforu odbywa się w
kierunku ano,dy. Pod wpłiwern działa,nia pola. el|k-
trycz,nego frakóje A, B i Ć wędrują zróżną §zy kośc]ią
ku sórń do buforu (rarnię wstępujące), w ramieniu
kato.ŹÓwym ,natoimiasi w 'kieruńku prze,ciwnym od
buJoru ku dołowi (ramię zstępujące), Frakcja A wę-
druje ,najszyb,ciej, a frakcja Ć najwolniej. W końcu
próńv wistĘpqją'w obu ramionach U - rurki dwa
Óa*iO"ońe j"erósi warstrn,, Po,dział na frakcje o,dbywa
się jednocześnie w ramieniu katodowyrn i ano,d,owlTn,
Dla- prawidłowego przebiegu rozdziału plrzy polmocy
*ol"l: elek roforeł, badinie przeprowadza się w
teńpeiaturze 4oC, ń'krlóre,j woda posiada optymalne
zag§szczenie, bowiern zmia,ny ternperatury mogą po-
wodować,prądy konwekcyjrre-

Ujemną strorną wolnej _elektrofore]v |a .trl{no,ści 
za-

.rróior"ńiu' *vraZ,ne j grańicy między f rakcj arni, Do bar-
jri"i ...łrtich" 1iakcji nileZą te frakcje, które wę-
aruią'najszybciej, W pozostałych frakcjach,granlce slę

,.Ói",i,":ą. Ptzy czy,lą niezupełnego ro.zdziału pioszcze-

;;il;;ń"i.;fłi # *br""i elektrołorezie jest i ten fakt,
;;;;;i;; miódzy warst-wami ustalają się m, in, ,dzię-

k; a;i;ifi;,iiv'cięZkoSci, Dzięki ternu. białka warstw
ir:iri"?ł,'i!,i*i"j ńiięa"v siebió przeni,kli ą _i ^9:Ti:"ńi"aru nimi tracą na wyrazist,ości,, HeJestracJa wy-
;il;# .i?J)i"i" baty*j się na _dro,cze optycznej,
oi"", ..riu.ienie granic poŚzczegolnych frakcji na

papier światio,czuły.

b) EIe}rtro,for,eza bibułow'a
w 1944 r. Consdew i współpraoołvtnicy , 

(cyó, wg
niv"l 

- 
Ólsaii slpo,só wykoizyŚtania. .bibuły filtra-

"i:"Jl i"-,iir"ńioforery 
'bibułowej, k,tóra, stała się

"""jt:ióSń: 
stosowarrą met,odą apa|izl bi{ek, Bilru-'ł"'-iiiti"Ćn"" 

6rrzepojona ioztworern. bufo,rowym
,i""o*i .y.t"* poro-wańych ,przestrzeni rpijnych, _w
kilffiń k;;ł;-r^",icY, *bZ" być rozpatrywana jako

;'illł;ili ,biÓ*,rik. P."e, tatki układ dpggą elelktro-
iJo"^- ńęa.uje rnieszanirr^a białek, Rurka w ksztai-
ii." lir"""'-ii' * elektroforezie wolnej zost,ała z,a-

,iipi.""' prŹ"r" pu*k bibuły, Fos.zczególne frakcje
rro-T"[ó""ż"niu iozdziału rrió graniczą__ze" soibą bez-
-roSiuO"io, ale są rozmieszczo,ne wzrdłuż paska rł,

ióżnej od siebie odległości.

,A
ffi] t. schernatyczne p" elek rof

i€ przebiegu ,,wołne j "
RiVa)

a= mmBc
rz€dstawierr
or€zy (wg

4' *_

i- ffil
1. '', 2,.

Rvc. 2. SchełTratyczne plzedstawienie zasady el€ktroforezy
rjio';r^;Ji r-.'-piiJ p.tjni,-i. pó,pronie pośzczególne frak-
!i5--i")i,b"i"i!- oo śi"ni"" oaaż:elóne (poiównać z elektro-

' forezą wolną),

Rvc. 3. Kornora witgotna dQ el€ktrofolezy bibułowej z plek_
;iEńr;. scianxa dzia}owa rpozwala na uż_vtko,wani€ każdej--. póiówr niezależnie od iiebie. (Konstrukcja włas,na),

^WB=
Cmil
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Drugirn ezynnikiem różniącym o,bie meto,dy jest
ilość surowicy, potrzebnej do prze,pr.owadzania badań.
Do a,paratu T,iseliusa potrzeba olkoło 12 ml su,rowicy,
gdy do elektroforezy bibułowej wystarczy 0,01 ml
(0,6 mg b,iałka). Ma to tę dobrą stronę, że ilość białka
w stosunku do buforu nasycajacego bibułę jest tak
mała, że rnożna pomi,nąć zjawisko dializy. Me,to,da jest
tania, wystarcza bowiem pewna ilość pas,ków bibuły,
kornora wilgotna, ixostownik i fotometr do ozna,czen
ilościowych

Po zakończeniu rozdzialu otrzymuje się do,brze o,d-
dzielone od siebie frakcje, czego nie udaj,e się uzyskać
w wolnej elektroforezie (ryc, 2).

Za pomocą barwienia, którego zasada oparta jest na
barwieniu stosowanyrn w histologii, można uwi,do,cznić
nie tylko, b,iałka, ale także lipoproteidy, giikopr,ote,idy,
a nawet fo,sfolipidy i prześledzió z jakimi frakcjami
one wędrują. Elektroforeza bibułowa pozwala poza

tym lokalizować pierwiastki znakowane, związane
z poszczególnymi frakcjami bibułowymi. Metoda ta
jest obecnie szeroko stosowana zarówno w badaniach
chernicznych, jak i klinicznych i pozwala wyjaśnić
szereg problemów tak złażonych substancji jakimi
są białka. piśmiennictwo
1. Nagórski F.: Dinamika biełkow syworotki krowi

krupnogo skota w ontogenezie s uczetorn niekotorych
f]zjoło8rczeskich faktoIow. Dyse,rtacja Moskwa, 1962.

2, Neirat G., Beili K.: Biełki. Izdatiel§tv/o inG
strannoj litelatury. Moskwa, 1958.
Ę i V a G.: Das selumeiweissbild, 1957.
Tiselius A.: Electrophoresis, past, ,present and fu-
ture. clinica chimica acta 3, 1, 1--]9, 1958.
zi'iowle,w A. A.: chimia żyrow. Moskwa, 1952.
K i I k N.: chimiczeskoj€ opredielenij€ t}iełkow. Izda-
tielstwo inostrannoj literatury. Moskwa, 1949.

Adres autora: doc. dr Felik§ Nagórski, warszawa, Gro-
chowska 2?2,

3,
4.

5.
6.

zakładu Badania p.roduktów zwierzęcych Instytutu weteryrralrli ]w pułąwach
Kielownik: doc. dr ZBIGNIEW GAUGUSCH,

Food Plocessd,ng Labo,ratory, Iowa state Univ€|rsity, Arnes - Iowa - U.s.A.
Ki€rov,/nlk: prof. dr JoHN c. AYRES

Określenie enterokoki używane jest
niekiedy błędnie jako równoznaczne z pcjęciem
paciorkowce kałowe lub pacior-
kowc e grupy D. W roku 1937 Shermon (3B)
usystematyzował drobnoustroje nalezące do
rodzaju Streptococcus na podstawie ich włas-
ności fizjologicznych i podzielił je na 4 grupy:
Py o g ene s, V żrżclans, Lactżs, Ent er o co ccus. Gru-
pa Entero,c,o,ccl-ts ,c,bejrrrowała wtedy takie pa-
ciorkowce jak Str. Jaecalts, Str. zglnogenes,
Str. Ii,quefaciens i Str. durans. Dr,obn,custroje
te odpowiadały tzw. kryteriom Shermana dla
grupy Enterococcus (40) co oznacza, że po,
siadały one następujące właściwości fizjologicz-
ne: wzrost w obe,cności 6,5010 NaCl, wzTost
w temp. 45' jak równiez 10o, wzrost w bulio-
nie z dodatkiem Aaa/t żółci, przeżywalność w
temperaturze 60" przez 30 minut, wzTost w
środowisku o pH 9,6 oraz przynależność do
grupy D Lancefield. Dalsze baciania wykazały,
że Str. zl)nxogenes i Str. LiqueJaciens są bardzo
blisko spokrewnione ze Str. faecalżs i że te
trzy typy paciorkowców różnią się między so-
bą tylko właściwościami hemolitycznymi i
proteclitycznymi. Wszystkie opisane powyzej
paci,orko,wce zcstały uwzględnione w,ostatnim
wydaniu systematyki bakteriologicznej Ber-
gey'a (Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, 1957), w której grupa enteroko-
ków obejmuje następujące typy: Str. faecalżs,
Str, faecalżs uaT. lżquefacżens, Sćr. faecall,s ,uar,

zan,Logenes oraz Str. durans. akazaŁa się na-
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H|G|ENA I TEC[-lNoLoGlA SRoDKovV
SPOZYWCZYCH

STANISŁAW KAFEL, JoHN c. AYRES

Enterokoki oraz ich znaczenie z pu nktu widzenia higieny
prod u klow zwierzęcych

Naz

stępnie (l1), że również Str, Jaeclum z grupy
D pacioikowcow odpowiada kryterium Sher-
mańa i może on być lliŁączony do grupy en-
terokoków. Sherman (40) i Nżuen (26) stwlerdzi-
li następnie na podstawie właściwości serolo-
gicznycń, że tównież Str. boużs posiada anjty-
§en Óapowiadający grupie D Lancefield. Po-
dobnie badania Sńżth i Shattock (37) wyka-
zał.y obecność antygenu D u Str. equinus. Jed-
nań zarówno str. botlżs jak i str. equinus nle
odpowiadają niektórym kryteriom Shermana
i dlatego nie mogą być włączone do grupy
Enterococcus. Hisloryczne okreśIenie Entero-
coccus Shermana utrzymuje się do dzisiaj w
piśmiennictwie i zgodnie z kryteriami przyję-
lymi przez tego autora należą tu: Str. f aecalżs,
§tr. jaecatżs uaT. lżquefaciens, Str. faecalżs
Dar. zlin,Logenes, Str. durans i Str. faecżum.

PojĘcie paciorkowce kałowe z punk-
tu widzenia taksonomii jest bardzo trudne do
sprecyzowania. Można by przyjąć, że wszyst-
kie drobnoustroje z rodza:u Streptococcus,
których naturalnym siedliskiem jest przewód
pokarmowy. ludzi i zwietząt ciepłokrwistych
lub często spotykane w przewodzie pokarmo-
wyffi, są paciorkowcami kałowymi i wówczas
praktycznie paciorkowce prawie wszyslkich
grup mieściłyby się pod tym pojęciem. Dziś
przyjmuje się jednak (22,35), że mianem p a-
ciorkowce kałowe objąć rnożna tylko te
paciorkowce spotykane w przewodzie pokar-
m,o,wym, które posiadają antygen D Lancefiel,d,


