
Nr 11 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XX
3. B rpynne TeJIffT AoKa3aHo cyĘecTBeHHyIo perpeccarc

aKTIłB}locTH .IIf II m reuaroxpuri. flprł nónuueHI{}i re-
MaToKpI.1To,Bolo noKa3aTeJ-fl HacTynaeT yBedll.{qeHHe 9H3Ii-
MaTIiqecKoił a KTI.iBHocTH.

4. 3asficul,{ocTb aKT}lBHocTa JIfllI ol KołIĄqecTB a neń-
KoIlIłToB ua6nrc4ała B lpynne KopoB: qeM 6ołlure qlłcło
neliroriuros, TeM BhIltte aKTLlBHocTb oH3IłMa.

Malinowska A. - The activlty of !.-leucylo-amino-
Feptydase (LAP) tn the blood of healtlry óattle withregard to some haematological tests.

The enzymatic activity of LAP in the blood ofhealthy cattle was determined colorimetrica}ly bythe method of Goldbarg and Ęutenburg,
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 mm8 of blood, the amount ofhaemoglobin and the haemotocritic index was
checked by statistical methods.

on the bases of the tests carried out it was found
that:

1. The calves bloo,d shows average LAP activity to
be about twice as high as that in- heifers and cóws.

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

3. In the calv€s, significant regression of LAP
activity was demonstrated from the haematocrit. A
rise in the enzymatic activity corresponds to a risein 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.

Malinowska A. - L'activitó du L - leucylo -aminopeptidase (LAP) dans le sang des bovins bien
portants avec une considóration de certaines investi-
gations hómatologiques.

L'activitó enzymatique du LAP dans le sang des
bovins bien pcrtants fut dófinió d l'aicle de la mć-
thode colorimótrique de Goldbarg et Rutenburg.

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

. A l'aide de la móthode statistique on constata la
dópendance de l'activitó enzymaiique de l'age de
l'animal, du nombre des erythrocytes et de leucócytes
dans 1 mm3 de sang, de la quantitó d'hómoglobine
ainsi que de l'indicateur hómatocritique.

De cette manićre on dófinit que:
1) le sang des veaux dómontre une activitó moyen-

ne du LAP eriviron deux fois plus óJelzće que le Śang
des gónisses et des vaches.

2) une dópendance de l'activitć du LAP du nombre
des erythrocytes et du niveau d'hómoglobine dans le
sang ne fut pas constatóe,

3) dans le groupe des veaux on prouva une ró-
gression rćelle de I'activitó du LAP de l'hómatocrite.Une augmentation de l'indicateur hćmatocritique
rópond d une augmentation de l'activitó enzymatique.

4) la dópendance de l'activitó du LAP du nombre
des ieucocytęs apparait dans le groupe des vaches.
L'activitó de l'enzyme s'accroit avec un accłoissement
du nombre des leucocytes.

Malinowska A. - Aktivitót der L_ Leucilo_ amlno-peptida§e-LAP- im gesunden Rinderblut mit Beriick-
sichtigung mancher hematologischen Untersuchungen.
_.Die e,nzymatische Aktivitdt LAP im Blut ges,under
Rinder wurde kolorimetrisch nach der Methorie
Gol,dbarg und Rutenburg bestimmt. Die Untersuchun-
gen betreffen 31 Kólber, 24 Fiirsep und 3? Ki.ihe.
Sta-tistisch wurde iiberpriift: Abhdngigkeit der enzy-
matischbn Aktivit§t vom Alter der Tiere, der Zahl
der Erytro- und Leukocyten in 1 rnms Btut, Hb
Menge und Hematokritindex.

Auf Grund der untersuchungen ist festgestellt
worden: 1. Das Kiilberblut weist eine mittlere Akti-
vitót LAP ungefdhr zweimal hóher auf, wie das Blut
der F§rsen und Kiihe. 2. Eine Abh§ngigkeit der Akti:
vitdt LAP von der Erytrocytenzahi und dem Iłb
Niveau wurde nicht beobachtet. 3. In der Kźlber-
gruppe wurde eine tatsdchliche R,egression der Akti-
vitiit LAP vom Hematokrit bewiesen. Der Steigerung
des hematokritischen Index entspricht eine Steigerung
der enzymatischen AktivitAt. 4, Eine Abhiingigkeit
der Aktivitiit LAP von der Leukocytenzahl tritt bei
Kiihen auf. Je hóher die Leukocytenzahl umso mehr
wAchst die enzymatische AktivitAt.

SAMUEL ROTENBERG, STANISŁAW BARANOW-BARA}ilOWSKI

Istniejące bardzo liczne kolorymetryczne metody
określania cho,tresterolu we krwi-i surowicy opierają
się najczęściej na reakcjach ibarwnych Liebe,rrnarra-
Burchanda z bezwodnik,iem k,wasu ootowego i stężo-
nym k,wasem siarkowym (2, 6, B), na re,akcji z ZnCJ.,
i CH3COCl (11, 13). rra reakcji Lifschiitza z FeC13
w lo,dowatym kwaśie octowyń i z stężonym HrS04
(1, 4, 10, 12, 74), Iuib jednej z ,redkcji barwnych po
zastosowaniu odpowiednich adsorberrtóqr dla o.ddzie-
lenia cholestero,lu woln,ego t zestrylikowanego (3, 5),

Metody opierajace się na barwnej reakcji Lieber-
mana - Burcharda lub na reakcji z ,chlorfl<iem cyn-
ku i CH'COC1 wymagają dużej czystości i całkowite-
go ,o,dwodnienia odczynników. Frócz tego, jak po,da-
je Cook (2) szereg steroidów takich jak ka_pr651.-
nc,,I, 24-dehydlro,cho,],es,terc,l, s,teroidy z podwójnynr
wiązanierm przy C, i wie]e ,innych daje reakcję barlv-
ną z be,zv,odr,.jkiem kwasu octowego i z H§Oł.

Metody oparfe na reakcji Lifschiitza z FeCl3 są
mniej czułe n,a śla,dy wody w ,odczyrrnika,ch, a otrzy-

Kolorymełryczne, określenie zawartości wolnego i całkowitego
cholesterolu w mleku

z Katedry Fizjo}ogti zwietzal, wsR. w ,Szczecirrie
Kielownik: doc. dr SAMUEL 'R,oTENBERG

W związku z baczną uwagą, którą zwraca się
obecnie na przemianę cholesterolu ,w fizjologicznycli
i patologicznych procesach w ustroju iudzkim i zwie-
rzęcym uk,azują się 1iczne publikacje o zawartości
cholesterolu we krwi ,i tkankach różny,ch organiz-
mów. Stosunkowo rzadko jedna< spotykają się wśrórl
n,ich prace dotyczą,ce zawartośoi ch,o1est,e,r,oJ,u w mle-
ku i pr,oduktach lpochodzenia rnle,cznego, które są
przecież podstawą ra,cjonalnego odżywiania. W pew-
nej mierze jest to być może ,wynikiern braku ,do-
statecznie dotkłaclnej i łartwej zdrazem meto,dy okreś-
lerria zawartości wolnego i pałk,owitego cholesteroltl
w mleku.

W ,dostępnej literaturze znaleźliśmy co ,prawda
sta"rannie opracowane m,etody §tegera (13) i Laskoto-
skżego (7), wymagają one jednak szczególnej dba-
łości o ,czystość i całkowite o,dwodnienie odczynni-
ków ,or,az ścisłego przestrzegania czasu przy . wywo-
ływaniu reakcji barwnej, co sprawia wiele lt<łopo-
tów przy rna§owych analizach.
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mane w próbce tr)rzęznaczcynej do kolorymetrowania
fio;ł<o,rvo-czerwcne lzabarwienie utrzyImuje się bez
,*lu"y połvyżej jednej godlziny (13), Należy równiez
.arna.Óry1, że pizy tej reakcji w pok,ojowej.t,e,mrpera-
turze eŚtr:y cńcleitero,1u z nien,asycony,mi i nasyco-
nymi k,waiami tłuszczcwymi od Cru_d9 Clg nie prze-

'łr."ari:ą w cikreśleniu wo,lrr,e,go cholesteroiu (4),

Różne 
" metcCy i ich modyfikacje nie mogą być

:" 
j.rut - 

t"rpośrÓ,dnio zasto,sowane do olkreślenia za-
waiioS"i cń,tresterolu w ,mle[<u, gdyż białka i tłuszcze
w---ń, p.ry stos,urrkc,wo nieznacznej zawartoścl
.,i-r"i."ńior"^ ńiemożtiwiają otrzynranie zaba,rwienia
póiO-Ń*rmego z roztwcrelm wzoLrco\Mym, Dlatego
'tói 

"^irrr"ri ńyliśmy d,o opraco,wan,ia pe,wiej rnody-
iikraji stc,scwarrych 

- dla danego celu metod kołony-
metryczłrych.

Opis metody
Dla wykonarlia określenia potrz,ebne są następu-

jące oacłnniki: 1). 250/o }tOH, 2) 960/o etan,ol, 3) eter
;"{t"*r, łl, o,osolo FeC13. 6H2o w 1odowatym kw,asie
ÓÓt"*vi", S). ŚtęZorry kw. siarkowy, 6). 0,50/o roztwór
aieńńii-,v (t e aigiloniny -l 100 ml etanolu ł 2 m]

io6l. cHrcooń i dopełnie wodą destylowaną do 200

-ll, Zj^Sb ńs'7o *roróo*y roztwór cholesterolu w mie-
,r"ńińlu acuio.ru i etanolu (1 :1), 8), mieszanina ace-
;;il'i'.a;Óiu ti,rl, 9), mieszanina acetonu i ete,rrt

naftowego, 10). 0,5 rr H2SO4.

WykreśIenie krzywe j,wzor,cowe j

a- t a c h o i e s rt e r ,o 1 u ,c ,a ł k o, w i t e g,o

Do szeregu probówek odmierza się od _0,2 do, 0,9

m1 roztworu wzorcowego. Acetorr z etanorlern odpa -

i&"ja łę ,r" łaźni wodnej i suchą_ pozostałość roz-
p"."ÓŹ" sib w 5 ml FeClr.6HrO w lo,dowatym kwa-
iń-Ó.tŃy*. Na:stępnie dodaje s,ię .3 ml stęż,onego
iirSÓ, i po dorkłaónym zamieszaniu_ i ostudzeniu
ońreśia się gęstość optyczną próbek (ekstynkcję) sto-
.":i" hil" 5łb milimikr, Wykres w.podanych wyżej
;;ffii.;;h stężeń przedstawia funkcję_ liniową i od-
;;;i;;;- ";*artości 

chotresterołu od 0,1 do 0,45 mg
'*'p-ń"-ó"]z kolei o,dpowiada 5 do 22,5 mgP/o cho-
1esterolu w mleku.

Wykreślenie kr zywei w?o rcowe j
,dla ch,o1esterolu rygolnego

Do szeregu probówek .61ni,ęLr;zĄ się o,d. 0,2 do. 0,9

ml roztwor,u wzorc,owego, dodaje d,o każdej od,powied-
irió -ń" ilości ro,ztwóru digitoniny i po dokładnym
iamiesianiu o,dstawia na 1 g,odzinę, a następnie wi-
ruje się przy 4000 obr. rnin. w ciągu.10 minut, Po od-
*iiÓ*""i" płyn znad osadu zlewa się, osad suszy się
* 

-t"*p"."i,rize około i0OoC i dodaje. jak uprzed-
;l" 

";;Ńó; FeC1, w kwasie octowyń lodowatym,
H2S,O4 i kolorymetruje się,

, Zmydlanie
Do k,dlbki nalewa się 2 ml mleka, do,daje 10 .ml

250/oKOII i stawia się n-a łaźnię wodną na 3 g,odziny

"r.iÓ"ńir:ą. 
*.aą destytrowaną do pop,rzedniej iloścj,

M,ożna rórrnież prze,prowadzić zmydl,anie +"łlszczó,al

i estrOw cholesterolu ń uprzedn,iej ekstrakcji według
RÓ;; - Gottlieba (9)- dodając do odpar,o,wanego ek-
straktu ete,rowego 5 rnl 2 n KOH w etanolu na gorą-

;; i;.; i godŹiny pod chłodnicą zw1;o!ną, 1ub_ też

n, ,i*rro ,pozostawiając zmydlaną próbkę n,a okres

"i" ń"i":.ł niż 24 godzlny i, mie.szając od czasu do

;;r;^;;#Ńośe tottlni. Winiki otrzymane pr,zy. sto-
;ffi;"i"'iych sposobów zmydlania nie różnią się od

siebie w sposób istotny.

Ekstnakcja cholesterolu całkowitego- i jego oznaczanie
Po zmy,dłeniu zawartość Lkolbki przenosi,my do roz-

ańĆtaczi, a kolbkę pT zepłukuje się fkolejno 5 ,ml eta-

ńÓ; i r'O ml et,eiu naitcyweśo zlewając za ka:żdym

razem do lozd,zielacza płyn użyty do płukania, Za-

*"rtiSe rozd-zie7acza *yf"ą,",r,y,energic_znie przez
q miń i no rozdziererrirl 

"iię warstw z}ewamy dolną
j." j.iigi"!ó 'r-o-łałrćl^cr^, ,a gó,rną (etero,wą) po,zo-

iL"irń" "* rozd,zielac,u, Dolną _lvarstwę wytrzą-
irl"v"lrii*tOrrri. p.,"., 

-e-min, z'10 ml eteru nafto-
wego i ,po rozdzlelenru rł,arstwę eterową znów prze-

"rJl*v 
ldo lpi,erwsze go rozdzielacza,"'ńń" 
dÓ,i<ładnjejszeóo zobcjętnietria. i_ wypłukania_

ługu po,tasowego z wyciągu, bóauj" {e__Po^,1ieeo 
3 rnl

Ó-s'^ ^ńrŚO., s"mr etóncii i wytrząsa ,w. ciągu 3_ rnin,

iłir.ti.ii-"i"oońą "u*" się do kolbk,i, r,ozdzieLac,z

;ffi;fi";;;;; i caiy et<strakt odpatowuje się do

;;;;;," Po ostutizeniu o_oCajcmv do .s,,ichej pozostało-

3i,i'ł ń" r".Ćrr- w ióao *"iym kwa sie_ octowy,m,i 
_ 
p9_

i^róri, Ói- Sciance, g rrri stęZonego HzSOł,,,Po doł<ład-

nvm Drzemieszaniu pczcstawiańy db ostygnięcia _dc
i:i#;.i;il;';;k;l;-;j i kol.rymetrujerny przy uży-
.i"'"r,itrli''szÓ--ńimlń.onów w stosunku _do próby

śi;e"i, 
"; kibrei znajduje się _również .? ml FeCls w

k,wasie o,ctowym ,ora, Ź ml H2SOą, Otrzymaną ek-
styntcje porórnłruje się z,[<rzywą. wzorcową, 8 wy_

il[. 
- 
pińOstawia żawarto,ść chotrester,olu w rnleku,

Określenie cholesterolu wolnego

Dla określenia woLre,go ,chołestero,Iu w rnlek,u rnie-
, 

" 
u"ń i 

-i-tu" 
a* 

- 

z a]wier aJ ą cą wyeks tr ahowarry we,dłu g

Ę;;; :- Gottiieba tłuszcz i cholesterol odparowuje
;;;-;" sucha na łaźni wodnej. Następnie postępując
;;;";;Jy-śór..v i Berquiśta (10) rozpuszcza się
Ji:.r.i'e"""łi,rtJ;śa w 1 ml inieszaniny. ertanolu i ace-

i"ńii,' dóa"jó 1 ml ioztw,oru ćligitonirry, rni,esza się

.irń""i" i odstawia na co najmniej_ 1 godzinę, P.o

ffiffi;;'ff Śię 
"oidit.iiiau-cńoiesterólu, próbkę wi-

",i;o 
'.in (4000 obrlmin.) ,płyn znad osadu zlewa, a

;;l; il:r")''ńu"rię---S- ńl'ńieszaniny eteru i aceto-

nu. Po ponownym oÓwirowaniu i dokładnym zlaniu
;;";- "i.;śG iię ch,o,lesterol przy porno,cy FeC13 w
ti,il"-;;i;*v*=i H2SO4 w tón sam sposób jak to

;pń; Oń crrotesterÓIu'całkorvitego, Otrzymaną ek-
s&r,rX"ję porównuje się z odpovriednią krzywą wzot,
,c,ową.

Proponoryvana przez na§ rnodyfikacja_ sposobów
oto"śi.nia cholesferolu całkowitego w rnleku zost,a-

ia ńra*auorra Lprzy polmo,cy nrytod.v ogar!9i na ,reak-

.;i 
-'ń"i*ń": Li;berńana - Burcharda wg m,o,dyf,i-

t<acji r-askowskiego (?), WyliF.I otrzymaile obu_ spo-
;Óbi;rrri ;ń"ałv .Ę Że;ane- (różnice w granicach błę-
du).
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Po,rełI6epr C. EapaHon-6apauoscxłfi C. - KO.IIOP14
METPIZIłECKOE O|IPEAE,l"IEHZE CoAEpXAH}rf
CBoDoAHofo H oBIIIEro Xo.[ECTEpIZHA B Mo
JloKE.

Aaroprr onficblBaloT MeToA onpeAeJleHfi_rl co|Aep}Ka}Iuq 016-
u{efo E cnodoqHoro xonecrepzHa B Mofioxe. Merol ocrro-
BaH Ha {.eerHoż peaxllllfi ,rltłnrurcrqa c xJlopHcTbIM xe-
Jle3oM_n łe4aloń yxcycrłoi.i KlrcJIoTe ł c KoHuellTpłpo-
BaHHoń cepHotł xtłcłoroIi.

Rotenberg S., Baranow-Baranowski S. - Colorime-tric Determination of the Free and Total contentsof Cholesterot in Milk.
The authors have described the method of ,deter-

mining the contents of total and free cholesterol inmilk based on the Lifschiitzs reaction with FeCl, in
acetic acid and H2SO..

Rotelrberg S., Baranow-Baranowski S. - Dosage co-
lorimetrique du cholest6role libre et total dans le
lait.

Les auteurs dócrivent une móthode de dosage colo-
rimótrique du cholestórole total et iibre dans le laii.
La móthode se base sur ia róaction de Lifschi.itz avec
t'eC13 dans Je CH'COOH et H2SO4.

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 allgemeincn Cholesterin-
gehalts der Milch, welche auf Lifschiitzschen Far-
benreaktiorr mit FeC13 in CH3COOH und Ii2SO4
basiert ist.

ZDZIBŁAW LARSKI
PułalaE

nież pod dużym powiększeniem. Natomiast wadą jego,
Z ,}Juł:rLktu wi,dzenia przydatnoŚci do badania hod,owli
tlkankowych, jeist niernożność ich oglą,dania w na-
czyrliach szerokilch i wysokich (brak miejsca).

Adaptacii mikroskopu produkcji krajowej, Poi-
skich Zakładfill7 Optycznych (MB) na typ odwróc:nv
dostosowany do o,bsernwacji hodowli tkankowych, p,od-
jął się An,toni Sanko,wski, rnechanik precyzyj::ly In-
s;tytutu weit,errynarii w puławach i prlzeprowadził
ją sam,o,dzielirie według właSrlego projektu, w spo-
sób niżej podany.

Wykonanie
Zał,ożenia po,dy/ktowane względami użytkowyrni

wymagały usunięcia stolika krzyżowego, któregr.l
obecn,ość ulniemożlilviałaby jakąkolwiek modyfikację,
Nas,tępnie 'nal.eżało skierować obiektyw ku górze.
Dzięki symetrii wod,zideł w głowicy i w górnój
części statywu możrra było odwrócić cała głowict:
z rewołu,erem, jednak trzeba było pozostawić kre-
malierę w jej dotychczasowym położeniu. Dziqki sy-
rnetrii p,6!6lenia śrub utrzymujących ją można było
dokotlać zmilanry ;g1 uł,ożenia. Po odlk,ręceniu śrub
utrzymujących kremalierę odwrócon, ją w stosun-
ku do głowicy.

tr'ot. J€rzy Pac€wic?

PRAKTYKA LABORATORYJNA

Przydatnośc zmodyfikowanego mikroskopu o odwroconym
układzie do obserwacji hodowli komorek

W normalnych, połvszechnie używanych mikrosko-
pach ba,dany preparrat ulmie§zc,za się poniżej obiekty-
wu i oku]aru.

Pewne place i obserwacje ibiologiczne wymagają
użycia ,mikroskopu odwróconego, w którym oglądany
lprepalrat rr.ieści się powyżej obiektywu i okularu.
Urnożiiwia to rniędzy inrrymi ,badanie obiektów mie-
szczą,cych się na dnie naczynia, któreg,o wysokość
nie 6rozwala na oibniżenie oibie[lrtywu zwykłego mi-
kros'kop,u dla uzyskania o,b,raau. Równ,ie,ż nieplrzejrzy-
stość płyrru nad badanyLm obielntern uniern,ożliwiać
,może dokładrrą o,bserwację.

Miknoskorp odwrócony znajduje szczególnie duże
,zastosowanie przy bad.aniu pe,wrrych typów hodowti
tkenek i komórek. Hodowle jednowarsńwowe rosilą-
ce w naczyniach zamykanych ,korkiern gumowym
,obserwować można po,d żwykły,m ł-nikrolskope,m przez
obrócenie naczynia i przybliżenie do obiektywu częś-
ci pokrytej warsrtwą kornórek. Tak bada się hodovrle
w probówkach, nac,zyńkach Carrela, a nalwet mniej-
szych butelkach R,oux. Jednak rrrikroskop zulykły
nlie nad,aje się do oibserwacji hod,owli, gdy-wysokość
naezynia jest większa niż o,d,stęp między st,o1ikiem
rnikroskqpu a rnaksy,rna, nie podwyższorryLrn obiekty-
\Mern.

Przy hodowli ko,mórek na płytkach Pet,riego w
ter,rn,os,tatach ze stałJłm przepływerrn COz, oibserwa-
cja ,rosnącej warstłvy hodowli r-nożliwa jest tylkoprzy pomocy mikroskop,rr odwróconego. W tym ,bo-
wiem przypadku niemożliwe jest od,wrócenie rLaczy-
nia z ho,dowłą ,zawier,ającą płyn adżywc,zy niad w,ar-
stwą komórek.

Mlkroskopy odwrócon,e nie są produkowane w
Polsce ani w innych krajach socjal,isćycznych; przy
sta,raniach o sprowadzenie takiego rnikrosk,opu na-
,pot'kaliśmy na trudności związane z otrzyńanierrn
dewiz. Cena mikrołskolpu wynosi olkoło 1000 dołarówi nawet w krąj,ach pr,o,dukujących te przyrządy, ze,\Mzględów ,oszczędnościowych r,obiorre rsą próby adap-
tacji zwykłych mikroskopów. Przy'kłade.m tego je,st
qpis takiej modyfikacji po,dany przez Wischnt|r,iera
(An Inexpensive Inverte,d Micloscope System) w cza-
sopiśmie Stain Technology 31(2)81-85; 1963. Zaletą
opisanego lpltzyrządu jest aachcrwanie konderrsora
Aibbe'go, co daje rnożliwość badania prąlaratów rów-
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