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3. B rpymme Tensar noka3aHO CYIIECTBEHHYIO pETrPECCHIO
akruwocTH JIGFIT or remarokpura., [lpu nosblmleHuu re-
MAaTOKPHTOBOIO TOKa3aTesiss HACTyNaeT yBeJHYeHHe SH3H-
MATHYECKO} aKTHBHOCTH.

4. 3aeucuMoctb aktuBHOCTH JISAIT or KosmuecTBa .eii-
KOLHUTOB HaOJ/IOZAaJH B IPyNNEe KOPOB: YeM GOJblie YHCJIO
JIEAKOIKTOB, TeM BBIlIE AKTHBHOCTL SH3UMA.

Malinowska A. — The activity of I.-leucylo-amino-
peptydase (LAP) in the blood of heaithy cattle with
regard to some haematological tests.

The enzymatic activity of LAP in the blood of
healthy cattle was determined colorimetrically by
the method of Goldbarg and Rutenburg.

Tests were made on 31 calves, 24 heifers and 37
COWS.

The correlation between the activity of the enzyme
and the age of the animals, number of erythrocytes

and leucocytes in 1 mm?® of blood, the amount of -

haemoglobin and the haemotocritic index

checked by statistical methods.

thotn the bases of the tests carried out it was found
at:

1. The calves blood shows average LAP activity to
be about twice as high as that in heifers and cows.

2. No correlation was found between the activity
of LAP and the number of red blood cells, or the
level of haemoglobin in the blood.

3. In the calves, significant regression of LAP
activity was demonstrated from the haematocrit. A
rise in the enzymatic activity corresponds to =z rise
in the haematocritic index.

4, A correlation between the activity of LAP and
the number of white blood cells occurs in cows. The
higher the white blood cella count, the higher the
enzymatic activity.

was

Malinowska A. — L’activité du L — leucylo —
aminopeptidase (LAP) dans le sang des bovins bien
portants avec une considération de certaines investi-
gations hématologiques.

L’activité enzymatique du LAP dans le sang des
bovins bien portants fut définié a l’aide de la mé-
thode colorimétrique de Goldbarg et Rutenburg.

Les investigations furent effectuées chez 31 veaux,
24 genisses et 37 vaches.

A Tlaide de la méthode statistique on constata la
dépendance de l’activité enzymatique de l'age de
lanimal, du nombre des erythrocytes et de leucocytes
dans 1 mm3 de sang, de la quantit® d’hémoglobine
ainsi que de lindicateur hématocritique.

De cette maniére on définit que:

1) le sang des veaux démontre une activité moyen-
ne du LAP environ deux fois plus élevée que le sang
des génisses et des vaches.

2) une dépendance de l'activité du LLAP du nombre
des erythrocytes et du niveau d’hémoglobine dans le
sang ne fut pas constatée,

3) dans le groupe des veaux on prouva une ré-
gression réelle de lactivité du LAP de I’hématocrite.
Une augmentation de UIindicateur hématocritique
répond a une augmentation de l'activité enzymatique.

4) la dépendance de l'activité du I.LAP du nombre
des leucocytes apparait dans le groupe des vaches.
L’activité de I'enzyme s’accroit avec un accroissement
du nombre des leucocytes.

Malinowska A, — Aktivitit der L- Leucilo- amino-
peptidase-LAP- im gesunden Rinderblut mit Beriick-
sichtigung mancher hematologischen Untersuchungen.

Die enzymatische Aktivitdt LAP im Blut gesunder
Rinder wurde kolorimetrisch nach der Methode
Goldbarg und Rutenburg bestimmt. Die Untersuchun-
gen betreffen 31 Kéilber, 24 Firsen und 37 Kiihe.
Statistisch wurde {iberpriift: Abhéngigkeit der enzy-
matischen Aktivitdt vom Alter der Tiere, der Zahl
der Erytro- und Leukocyten in 1 mm?® Blut, Hb
Menge und Hematokritindex.

Auf Grund der Untersuchungen ist festgestellt
worden: 1. Das Kélberblut weist eine mittlere Akti-
vitdt LAP ungefihr zweimal hoher auf, wie das Blut
der Férsen und Kiihe. 2. Eine Abhéingigkeit der Akti-
vitdt LAP von der Erytrocytenzahl und dem Hb
Niveau wurde nicht beobachtet. 3. In der Kilber-
gruppe wurde eine tatsdchliche Regression der Akti-
vitdt LAP vom Hematokrit bewiesen. Der Steigerung
des hematokritischen Index entspricht eine Steigerung
der enzymatischen Aktivitdt. 4. Eine Abhéngigkeit
der Aktivitdt LAP von der Leukocytenzahl tritt bei
Kihen auf. Je hoher die Leukocytenzahl umso mehr
wachst die enzymatische Aktivitat.
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W zwigzku z baczng uwags, ktorg zwraca sie
obecnie na przemiane cholesterolu w fizjologicznych
i patologicznych procesach w ustroju ludzkim i zwie-
rzecym ukazujg sie liczne publikacje o zawarto$ci
cholesterolu we krwi i tkankach r6znych organiz-
moéw. Stosunkowo rzadko jednak spotykaja sie wéréd
nich prace dotyczace zawarto$ci cholesterolu w mle-
ku i produktach pochodzenia mlecznego, ktére sa
przeciez podstawa racjonalnego odzywiania. W pew-
nej mierze jest to byé moze wynikiem braku do-
statecznie dokladnej i latwej zarazem metody okres-
lenia zawarto$ci wolnego i calkowitego cholesterolu
w mleku.

W dostepnej literaturze znaleZliSmy co prawda
starannie opracowane metody Stegera (13) i Laskow-
skiego (7), wymagajg one Jjednak szczegblnej dba-
toSci o czysto§é i catkowite odwodnienie odezynni-
kéw oraz Scislego przestrzegania czasu przy wywo-
tywaniu reakcji barwnej, co sprawia wiele klopo-
to6w przy masowych analizach.

676

Istniejace bardzo liczne kolorymetryczne metody
okre§lania cholesterolu we krwi-i surowicy opieraja
sie najczeéciej na reakcjach barwnych Liebermana-
Burcharda z bezwodnikiem kwasu octowego i stezo-
nym kwasem siarkowym (2, 6, 8), na reakcji z ZnCl,
i CH3;COCl (11, 13), na reakcji Lifschiitza z FeCl;
w lodowatym kwasie octowymi i z stezonym H,SO,
(1, 4, 10, 12, 14), lub jedmnej z reakcji barwnych po
zastosowaniu odpowiednich adsorbentéw dla oddzie-
lenia cholesterolu wolnego i zestryfikowanego (3, 5)

Metody opierajace sie na barwnej reakecii Lieber-
mana — Burcharda lub na reakcji z chlorkiem cyn-
ku i CH;COC] wymagaja duzej czystoSci i calkowite-
go odwodnienia odczynnikéw. Procz tego, jak poda-
je Cook (2) szereg steroidéow takich jak kaprosta-
nol, 24-dehydrocholestercl, steroidy =z mpodwdinym
wigzaniem przy Cs; i wiele innych daje reakcje barw-
na z bezwodnikiem kwasu octowego i z H,SO..

Metody cparte na reakcji Lifschiitza z FeCl; sg
mniej czute na §lady wody w odczynnikach, a otrzy-
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mane w probce przeznaczonej do kolorymetrowania
flolkowo-czerwone zabarwienie utrzymuje sie bez
zmiany powyzej jednej godziny (13). Nalezy rowniez
zaznaczy¢, ze przy tej reakcji w pokojowej tempera-
turze estry chclesterolu z nienasyconymi 1 mnasyco-
nymi kwasami tluszezewymi od Cye do C,g nie prze-
szkadzaja w okreSleniu weolnego cholesterolu (4.

Rézne metody i ich modyfikacje nie moga byé¢
jeduak bezpofrednio zastosowane do okre$lenia za-
wartoéci chcolesterolu w mleku, gdyz bialka i ttuszeze
w mleku przy stosunkowo nieznacznej zawartosci
cholesterolu uniemozliwiajg otrzymanie zabarwienia
poréwnywalnego z roztwerem WzOrCoOwym. Dlatego
tez zmuszeni byliémy dc opracowania pewnej mody-
fikacji stcsowanych dla danego celu metod kolory-
metrycznych.

Opis metody :

Dla wykonania okreglenia potrzebne sa nastepu-
jace odczynniki: 1). 25% KOH, 2) 96%0 etanol, 3) eter
naftowy, 4). 0,05% FeCl, 6H,O w lodowatym kwasie
octowym, 5). stezony kw. siarkowy, 6). 0,5%0 roztwor
digiteniny (1 g digitoniny + 100 ml etanolu + 2 ml
16/ CH,CCOH i dopekié¢ woda destylowang do 200
ml), 7) 50 mg®e wzorcowy roztwér cholesterolu w mie-
szaninie acetonu i etanolu (1:1), 8). mieszanina ace-
tonu i etanolu (1:1), 9). mieszanina acetonu i eteru
naftowego, 10). 0,5 n H,SO4.

Wykre$lenie krzywej WZOrCcowe]
dla cholesterolu catkowitego

Do szeregu probowek odmierza sie od 0,2 do 0,9
ml roztworu wzorcowego. Acetomn =z etanolem odpa -
rowuje sie na tazni wodnej i suchg pozostalo§¢é roz-
puszcza sie w 5 ml FeCl,.6H,0 w lodowatym kwa-
sie octowym. Nastepnie dodaje sie 3 ml stezonego
H,S0, i po dokladnym zamieszaniu i ostudzeniu
okre§la sie gesto$é optyczna probek (ekstynkcje) sto-
sujge filtr 570 milimikr. Wykres w podanych wyzej
oranicach stezen przedstawia funkcje liniowg i od-
powiada zawartosci cholesterolu od 0,1 do 0,45 mg
w probee co z kolei odpowiada 5 do 22,5 mg?o cho-
lesterolu w mleku.

Wykres$lenie krzywej WzOorcowej
dla cholesterolu wolnego

Do szeregu probéwek odmierza sie od 0,2 do 0,9
ml roztworu wzorcowego, dodaje do kazdej odpowied-
nio rowmne iloei roztworu digitoniny i po dokladnym
zamieszaniu odstawia na 1 godzine, a nastepnie wi-
ruje sie przy 4000 obr. min. w ciggu 10 minut. Po od-
wirowaniu ptyn znad osadu zlewa sie, osad suszy sie
w temperaturze okotlo 100°C i dodaje jak uprzed-
nio roztwbér FeCl; w kwasie octowym lodowatym,
11,80, i kolorymetruje sie.

Zmydlanie

Do kolbki nalewa sie 2 ml mleka, dodaje 10 ml
959,KCH i stawia sie na laznie wodng na 3 godziny
uzupelniajac wodg destylowang do poprzedniej ilosci.

Mozna réwniez przeprowadzié zmydlanie tluszczow
i estréw cholesterolu po uprzedniej ekstrakcji wediug
Rése — Gottlieba (9) dodajac do odparowanego ek-
straktu eterowego 5 ml 2 n KOH w etanolu na gorg-
co przez 2 godziny pod chlodnicg zwrotng, lub tez
na zimno pozostawiajac zmydlang probke na okres
nie mniejszy niz 24 godziny i mieszajac od czasu do
czasu zawarto§é kolbki. Wyniki otrzymane przy sto-
sowaniu tych sposobéw zmydlania nie r6znig sie od
siebie w sposéb istotny.

Ekstrakcja cholesterolu catkowitego
i jego oznaczanie )

Po zmydleniu zawarto$é kolbki przenosimy do roz-
dzielacza, a kolbke przeptukuje sie kolejno 5 ml eta-
nolu i 10 ml eteru naftowego zlewajgc za kazdym

razem do rozdzielacza pilyn uzyty do plukania. Za-
wartoéé rozdzielacza wytrzasamy energicznie przez
5 min. i po rozdzieleniu sie warstw zlewamy dolna
do drugiego rozdzielacza, a gbrng (eterowa) pPOZO-
stawiamy w rozdzielac7u. Dolna warstwe wytrza-
samy powtornie przez 3 min. z 10 ml eteru nafto-
wego 1 po rozdzieleniu warstwe etercwg znéw prze-
nosimy do pierwszego rozdzielacza.

Dla dokladniejszego zobojetnienia i wyplukania
tugu potasowego z wyciggu, dodaje sie do niego 3 m!
0,6 n H;SO,, 5 ml etanoclu i wytrzasa w ciggu 3 miit.
Warstwe eterowg zlewa sie do kolbki, rozdzielacz
przemywa eterem i caly ekstrakt odparowuje sig do
sucha. Po ostudzeniu dodajrmy do suchej pozostalo-
sci 5 ml FeCl; w lodowatym kwasie octowym i po-
woli, po Sciance, 3 ml stezonego H,SO, Po doktad-
nym przemieszaniu pozostawiamy do ostygniecia do
temperatury pokojowej i kolorymetrujemy Przy uzy-
ciu filtru 570 milimikrondw w stosunku do proéoby
slepej, w ktoérej znajduje sie rowniez 5 ml FeCl; W
kwasie octowym oraz 3 ml H,SO. Otrzymang ek-
stynkcje poréwnuje sie z krzywg WzOorcowsg, a wy-
nik przedstawia zawartosé cholesterolu w mleku.

Okreslenie cholesterolu wolnego

Dla okreélenia wolnego cholesterolu w mleku mie-
szanine eteréw zawierajgcg wyekstrahowany wediug
Rose — Gottlieba tluszez i cholesterol odparowuje
sie do sucha na taZni wodnej. Nastepnie postepujac
wg metody Searcy i Berquista (10) rozpuszcza sie
suchg pozostaloéé w 1 ml mieszaniny etanolu i ace-
tonu, dodaje 1 ml roztworu digitoniny, miesza sie
starannie i odstawia na co najmniej 1 godzine. Po
wytraceniu sie digitonidu cholesterolu, probke wi~
ruje sie (4000 obr/min.) plyn znad osadu zlewa, a
osad przemywa sie 5 ml mieszaniny eteru i aceto-
nu. Po ponownym odwirowaniu i doktadnym =zlaniu
plynu okrefla sig cholesterol przy pomocy FeCly w
kwasie octowym i H,SO; w ten sam sposbb jak to
opisano dla cholesterolu catkowitego. Otrzymang ek-
stynkcje poréwnuje sie z odpowiednig krzywa wzor-
coOwW3a.

Proponowana przez nas modyfikacja sposobow
okreslenia cholesterolu calkowitego w mleku =zosta-
la sprawdzona przy pomocy metody opartej na reak-
cji barwnej Liebermana — Burcharda wg modyfi-
kacji Laskowskiego (7). Wyniki otrzymane obu spo-
sobami okazaly sie zgodne (réznice w granicach bie-

du).
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PorenGepr C. Bapanos-Bapamosckuii C. — KOJIOPH.-
METPHUYECKOE OIIPEIEJIEHUE COHEPXAHUYI
CBOBOJOHOI'O M OBUIETO XOJIECTEPMHA B MO-
JIOKE.

ABTOPEI OIHCHIBAIOT MeTOM onpeje/eHusl copepxKanus o00-
IIEro U CBOOOIHOTO XOJIeCTEpHHA B MOJIOKe. MeTox OCHO-
BaH Ha IBETHOH peakuuH JIMBIIIOTHA C XJOPHCTBIM IKe-
JIE30M . B JIENSIHOH YKCYCHOIl KHCJIOTe H C KOHLLEHTPHPO-
BAHHOH CepHONl KHCJOTOI.

Rotenberg S., Baranow-Baranowski S. — Colorime-
tric Determination of the Free and Total Contents
of Cholesterol in Milk,

The authors have described the method of deter-
mining the contents of total and free cholesterol in
milk based on the Lifschiitzs reaction with FeCl; in
acetic acid and H,SO,.
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Rotenberg S., Baranow-Baranowski S. — Dosage co-
lorimetrique du cholestérole libre et total dans le
lait.

Les auteurs décrivent une méthode de dosage colo-
rimétrique du cholestérole total et libre dans le lait.
La méthode se base sur la réaction de Lifschiitz avec
FeCl; dans le CH;COOH et H,SO,.

Rotenberg S., Baranow-Baranowski S. — Kolorime-
trische Bestimmung des freien und allgemeinen Cho-
lesteringehalts der Milch.

Verfasser beschreiben eine Methode der kolorime-
trischen Bestimmung des allgemeinen Cholesterin-
gehalts der Milch, welche auf Lifschiitzschen Far-
benreaktion mit FeCl; in CH,;COOH und H,SO,
basiert ist.

PRAKTYKA LABORATORYJNA

ZDZISELAW LARSKI
Pulawy

Przydatnos¢ zmodyfikowanego mikroskopu o odwréconym
uktadzie do obserwacji hodowli komédrek

W normalnych, powszechnie uzywanych mikrosko-
pach badany preparat umieszcza sie ponizej obiekty-
wu i okularu.

Pewne prace i obserwacje biologiczne wymagajg
uzycia mikroskopu odwréconego, w ktoérym oglgdany
preparat mieSci sie powyzej obiektywu i okularu.
Umozliwia to miedzy innymi badanie obiekt6w mie-
szczgeych sie na dnie naczynia, ktérego wysoko$é
nie pozwala na obniZzenie obiektywu zwyklego mi-
kroskopu dla uzyskania obrazu. R6wniez nieprzejrzy-
sto§¢ plynu nad badanym obiektem uniemozliwiac
moze dokladng obserwacje.

Mikroskop odwrécony znajduje szczegélnie duze
zastosowanie przy badaniu pewnych typéw hodowli
tkanek i komoérek. Hodowle jednowarstwowe rosig-
ce w mnaczyniach zamykanych korkiem gumowym
obserwowaé mozna pod zwyklym mikroskopem przez
obrécenie naczynia i przyblizenie do obiektywu cze§-
ci pokrytej warstwg komoérek. Tak bada sie hodowle
w probéwkach, naczyfhkach Carrela, a nawet mniej-
szych butelkach Roux. Jednak mikroskop zwyklty
nie nadaje sie do obserwacji hodowli, gdy wysoko$§é
naczynia jest wieksza niz odstep miedzy stolikiem
mikroskopu a maksymalnie podwyzszonym obiekty-
wem.

Przy hodowli komédrek na plytkach Petriego w
termostatach ze stalym przeplywem CO2, obserwa-
cja rosngcej warstwy hodowli mozliwa jest tylko
przy pomocy mikroskopu odwréconego. W tym bo-
wiem przypadku niemozliwe jest odwrécenie naczy-
nia z hodowla zawierajgcg ptyn odzywczy nad war-

stwg komorek.

Mikroskopy odwrocone nie s3 produkowane w
Polsce ani w innych krajach socjalistycznych; przy
staraniach o sprowadzenie takiego mikroskopu na-
potkaliSmy mna trudno$ci zwigzane z otrzymaniem
dewiz. Cena mikroskopu wynosi okoto 1000 dolaréw
i nawet w krajach produkujgcych te przyrzady, ze
wzgledéw oszczednoSciowych robione sg proby adap-
tacji zwyklych mikroskopéw. Przykladem tego jest
opis takie] modyfikacji podany przez Wischnitzera
(An Inexpensive Inverted Microscope System) w cza-
sopiémie Stain Technology 31(2)81—85, 1963, Zaletg
opisanego przyrzadu jest wzachowanie kondensora
Abbe’go, co daje mozliwosé badania preparatéw réw-
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niez pod duzym powiekszeniem. Natomiast wadg jego,
z punktu widzenia przydatno$ci do badania hodowli
tkankowych, jest niemozno$¢ ich ogladania w na-
czyniach szerokich i wysokich (brak miejsca).

Adaptacji mikroskopu predukeji krajowej, Pol- -
skich Zskladdéw Optycznych (MB) na typ odwrécony
dostosowany do obserwacji hodowli tkankowych, pod-
jat sie Antoni Sankowski, mechanik precyzyjny In-
stytutu Weterynarii w Pulawach i przeprowadzil
ja samodzielnie wedlug wlasnego projektu, w spo-
s6b nizej podany.

Wykonanie

Zalozenia podyktowane wzgledami uzytkowymi
wymagaly usuniecia stolika krzyzowego, ktérego
obecno$¢ uniemozliwiataby jakgkolwiek modyfikacje.
Nastepnie nalezalo skierowaé obiektyw ku gorze.
Dzieki symetrii wodzidet w glowicy i w gornej
cze$ci statywu mozna bylo odwréci¢é cata gtowice
z rewolwerem, jednak trzeba bylo pozostawi¢ kre-
maliere w jej dotychczasowym poltozeniu. Dzieki sy-
metrii potozenia $rub utrzymujacych jg mozna bylo
dokona¢ zmiany jej ulozenia. Po odkreceniu $rub
utrzymujgcych kremaliere odwrécons ja w stosun-
ku do glowicy.

Fot. Jerzy Pacewicz



