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rqlre 6łrłsHeqbl uMeIIIĄ HecKoJIbKo 6onee Br,rcoxllit ypo-
Benr, PBI qeM ,{Meloul]4e eAr{Hr{IłHbIe ffrHflTa, Ho pa3-
H'II{},I He 6srłr cyulecTBeHHL,Ie. Y gcex oeeq rła6łro-
AaJII,I Mex<Ay 7 n 9I AFIeM JIaKTaIłIłr{ cyqecTBeHHoe
floHl{x<eHl4e ypoerra PBI.

Ka]inowska C., Podgórski W, - The mutual relation-
ship between the PBI level in blood serum antl milk
production in shecp.

It was suggested by the increase of milk secretion
and the netv sprout of wool under the influence of
tyroxine given to sheep that there exists the mutual
relationship between the normal physiological thyroid
gland activity and some of the useful features of
sheep. In order to prove that relationship the level
was investigated of iodine con jugated with protein

in the blood serum of 35 nursing mothers, and their
milk production and the new year).y sprout of wool,
In the investigated sheep the significant positive cor-
relation betlveen the PBI level in the seventh day
of lactation and the milk production was found,
while the negative correlation appeared in them
between the PBI level and the body weight after
parturition and the yearly wool production. In the
91-st day of lactation the above mentioned correla-
tions did not apper except for the negative correla-
tions between the pBI level in the bIood serum and
tire wool production.

The mothers with twins had the slightly higlrer PBI
1evel than those with single young ones, but the dif-
ferences were insignificant. In all the sheep the signi-
ficant decrease of PBI level in the blood serum was
noticed between the 7-th and 91-st day of lactation.

dniowych kaczętach (10). Do tej próby, podob-
nie jak do innych metod biologicznych, uży-
\Many materiał biologiczny (kaczęta) musi byĆ
jednorodny. Kaczęta l-dnio,we dzieli się na
kilka grup i podaje ekstrakty z badanego ma-
teriału we wzrastających s,tężeniach. Ekstrak-
ty wprowadza się per os so,ndą 2 razy dziennie
po 1 mI przez tydzień. Przy wyższych stęże-
niach aflatoksyn część kacząt pada, a pozostałe
ptzy życiu zabija się po tygodniu. U padłycb
i zabitych kacząt obserwuje się charaktery-
styczne zmiany w preparatach histologicznych
wątroby i na ich po,dstawie określa się poziorrr
aflatoksyny. Metoda rnoże służyć jako plóba
jakościowa a przy odpowiednim opracowaniu
również jako ilościowa.

Prócz opisanej próby znane są jeszcze próby
biologiczne na zalodkach kurzych (12) i kul-
ttrrach tkadkowych żn użtro (4), ora,z na naryb-
ku pstrąga (6). Wykonanie prób tych napotyka
w praktyce na szeleg trudności i dlatego nie
znaIazŁy one szerszego zastosowania.

W praktyce laboratoryjnej powszechnie
przyjęły się ostatnio próby chemiczne, które
w podanym ponizej opisie są względnie proste
i cechują się dużą dokładnością oraz czułością.

Po stwierdzeniu, że aflatoksyny fluoryzują
w świetle UV opracowano szereg metod wy-
korzystujących tę właściwość. Początkowo za-
,stosowano chromatografię bibułową i obser-
wowano świecenie plam w świetle lampy
fluorescencyjnej na bibule (2). Bardziej dogod-
ną okazała się jednak chromatografia cienko-
walstwowa. Opracowano metody rozwijania
chromatogramu na warstwie tlenku glinu obo-
jętnego (1) i żelu krzemiorrkowym (3, 7). Chro-
mato§ramy na tlenku glinu okazały się mńie,i
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Szereg osób i instytucji naukowych zwra-
cało się do nas ostatnimi czasy z prośbą o po-
moc w oznaczaniu iiościowym aflatoksyn,
Większość z nich goTąco nas namawiała do
opu,blikowania na łamach krajowego piśmien-
nictwa metod, które stosowane są do tych
oznaczeń w na§zym Zakładzie. Czynimy to wy-
jaśniając jednocześnie, że jest to do pewnego
stopnia tkompillacja metod już o,publikowa-
nych łv połączeniu z modyfikacjami wynika-
jącymi z naszego doświadczenia. Metody po-
niższe są stosowane E)rzez nas z powodzeniem
od dwóch lat i zostały wielokrotnie spraw-
dzone i zalecone do stosowania w zakładach
Higieny Weterynaryjnej.

Toksyny produkowane przez grzyby (pteś-
nie) z gatunku Aspergżllus Jlauus należą do
związków o znacznej toksyczności i właści-
wości.ach karcynogennych. Dla związków tych,
które są obecnie ściśle juz chemicznie ozna-
czone, pr,zyjęła się pcwszechnie nazwa afla-
toksyn, Spośród czterech najczęściej występu-
jących aflatoksyn (Bt, Bz, Gl, Gz) najbardziej
toksyczną i w największej ilości produkowaną
przez A. tlauus jest aflatoksyna B1. Dlatego
praktycznie większość meto,d spl,owadza się do
oznacza,nia tylko tej toksyny. w zas,adzie jed-
nak p,ozostanie aflatoks5rny można a,znaczać p,o-
stępując w arralogiczny sposób jak przy 81.
Trzeba mieć tylko wzoTce tych toksyn lub sta-
biliz,owaną śrutę wzorcową o znacznej zawar-
tości aflatoksyn.

Metody wykrywania i oznaczania aflatok-
syn można podzielić na dwie zasad,nicze gru-
py: metody biologiczne i metody chemiczne.
Spośród metod biologicznych najszersze do-
tychczas zastosowanie znalaz\a próba na 1-
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przydatne, ponieważ Rf było labilne, jak rów-
nież wszystkie aflatoksyny wędrowały r,v fa-
zie rucho,mej razem i świeciła tylko jedna
plamka. W dodatku fluorescencja na tlenku
glinu jest mniej intensywna niż na żelu krze-
mionkowym.

Najbardziej przydatną okazała się metoda
stosowana obe,cnie rutynowo a polegająca na
rozwijaniu chromatogramów na płytkach
szklanych pokrytych żelem krzemionkołvym
G *) w fazie rucho,mej 30/o meta,nolu w chloro-
formie. W tym układzie można dokonać roz-
działu na aflatoksyny Bt, Gt, Bz, G2, przy czym
Rf aflatoksyny 81 wynosi około 0,5 a Gl -0,37. Chromatogramy odczytuje się w świetle
lampy UY. Zawarto,ść aflatoksyny w ekstrak-
tach mozna ocenić przez potównanie intensyw-
ności fiuorescencji plamek badanych z fluore-
scencją plamek wzorcowych, lub też bez wzoT-
ca metodą kolejnych rozcienczeń, znajdując
takie graniczne rozcieńczenie przy ktorym go-
łym okiem można jeszcze dostrzec fluorescen-
cję plamiki (np. 0,001 rl§ aflatoksyny B1).

W przypadku analizowania śruty na zawar-
tość aflatoksyny, sporządza się ekstrakt chlo-
roformowy, który bezpośrednio nakłada się
na płytkę do rozwinięcia chromatogramu. Je-
żeli bada się orzechy ziemne procedura wy-
maga odtłuszczenia zmielonych orzechów w
aparacie S,oxleta eterem naftowym, a następ-
nie wykonania ekstrakcji aflatoksyn na gorąco
metanolem lub chloroformem. Tak uzyskane
ekstrakty odparowuje się do sucha, Tozpusz-
cza w niewielkiej ilości chloroformu i nanosi
na płytki,

W przypadku analizowania mieszanki paszo-
wej z dodatkiem śruty arachiciowej, ze wzglę-
du na olbrzymią ilość zanieczyszczeń, ekstrakt
chloroformowy z paszy poddaje się wstępne-
mu oczyszczaniu przepuszczając go przez I<o-
lumnę z żelem krzemionkowym 0,05-0,2 (9).
Zanieczyszczenia usuwa się z kolumny eterem
etylowym i dalej eluuje się aflatoksyny 3ło
,metanolem w chloroformie. Eluat z kolurnny
odparowuje się, rozpuszcza w chloroformie i
nan,osi na płytki. Intensywnrść fluorescencji
plamek na płytce można również odczytać za
pornocą przyrządu zwanego densytometrem.
Jest t,o oczywiście obiektywniejsza metoda niż
ocena plzy pomocy oka.

Dla bardziej dokładnych i obiektywnych
oznaczeń aflatoksyn stosuje się metodę spek-
trofotometryczną (B). Jest to metoda obiektyw-
na i dokładna ale wymaga ona zawartości kil-
ku mikrogramów aflatoksyny w próbie. Meto-
da ta polega na chromatograficznym rozr,vinię-
ciu pasłma ekstraktu w fazie ruchomej, zeskro-
baniu plamy, ekstrakcji aflatoksyny z żelu re.
destylowanym metanolem i oznaczaniu eks-
tynkcji przy długości fali 363 mp.

I. Oznaczanie aflatoksyny w śrucie z orzechów
arachidowych

Odczynniki
1, Chlorof,orm cz,d.a., redestylowany,
2. ŻeI krzemionkowy G (Silica Gel G - Merc lub

inny),
3. Metanol cz. d. a.
4. Siarczah sodu bezw. (u,ysuszony),
5. Bibuła filtracyjna (What,man 41).

Aparatura i szkło laboratoryjne
1. Wstrząsarka,
2. Zeslaw do chroirnatografii cierrkowarstwowej,
3. Lampa analityczna UI/ (365 m,lr), typ L6i58

Fame,d 1 a]bo inna,
4. Słoiki z korkiem do,szlifowanym (200 mI),
5. Btltla z azo;tem (pożądana).
A. Przygotowanie płytek do chromatografii ,

Płyt'ki umyć ikoLlejno w roztworze detergentu, roz-
tworze a,lkalicznym, potem w kwaś,nym i po d,okład-
nym vuypłukaniu wodą destylolvaną przernyć alko-
holern etylowym. Sporządzić zawiesinę żelu krze-
mionko,wego w następujący sposób: do m,oździerza
wsypać 30 g żelu i dodając powoli 60 rnl wody do-
kładnie rozetrzeó. Natychmiasi przelać zawiesinę do
aplikatora i pokryć płytki tak, aby ta oczynność nie
trwała dłuże j niż 2 minuty, Taka iio,ść zawiesiny
wystarcza na po,krycie pięciu płytek 20X20 cm war-
strvą o grubości 0,4 mm. Płytki pc,zostawić przez 30
minut do ]pl,zeschnięcia w temperaturze pokojowej.
Potem umieścić płytki w suszarce, włączając ją aby
stopniowo ogrzewała się do temp. 100"C i trzyrnać
w tej temperaturze przez godzinę. Po upływie go-
dziny wyłączyć suszarkę i pozostawić płytki do
ostygnięcia. Frzechorł,yvrać płytki w eksykat,orze nad
środkiem suszącym. Prawidłowo przechowylvane
plytki nie tracą wartości do czterech tygo,dni.

B. Sporządzenie vzzorcól,v
Za wzorzec służyć może stabilizowana śruta ara-

chidowa o dokładnie oznacz,onej zawartości aflatok-
syny (np. śruta wzorco,wa Rossetti zalviera,jąca B ppm
allatoksyny Br). Ze śrutą wz,orcową postępu je się
według opisu w p. I CD.

W przypadku posiadania aflatoksyny krystalicznej
B , należy ją ,rozpuścić w chlorofo,rmie (1ub benzenie)
sporządzając roztwór macierzysty o stężeniu 10 prglmt,
Następnie do pięciu ko]bek miarowych (10 m1) dać
kolejno 0,4 ml, 0,5 m1, 1,0 ml, 2,0 ml i 3,0 ml roz-
tworu macierzystego i uzupełnić odpowiednio chloro-
forem (1ub benzenem) do 10 ml, Roztwory te należy
nanosić na płytki w ilości 10 ptl (odpowiadają plam-
korrn 1, 2,3,4,5 wg tabeli 1), fluorescencję ich pta-
me,k można łatwo odróżnić a ,naniesione ilości afla-
toksvny wynoszą w poszczególnych plamkach odpo-
wiednio: 0,004 rlg,0,005 1Lg,0,010 pg,,0,020 ilg i
0,030 p.g aflatoksyny B,.

Wzorce chloroformowe należy przechowywać w 1o-
dówce w naczyniach bardzo szczelnie zamkniętych.
Wzorce są trwałe przy właściwym przechowywaniu
w ciemnym i chłodnym miejscu. Wzorce benzenowe
są mniej lotne i przez to jest większa pewność, że
ich objętość nie zmienia się,

C. Ekstlrakcja aflatoksyny ze śruty
Przygotować oddzielnie: 25 g śruty (dokładnie roz-

drobnionej), 25 ml lvody i 50 mI chloroformu. Wsy-
pać odważkę śruty do słoika, zalać wodą i wymie-
szać bar,dzo dokładnie łopatką tak, aby cała zalvar-
tość była równomiernie zwilżona. Wlać chloroform,
szczelnie zamknąć słoik, w pozycji poziomej wsta-
wić do wytrząsarki i ekstrahować przez 30 minut.
Przygotować sączek z bibuły filtracyjnej, wsypać na
sączek łyżeczkę bezwodnego siarczanu sodowego i
przesączyć przez to wyciśnięty łopatką ekstrakt śru-
ty (przesącz powinien być k]arowny); 1 ml takiego
ekstraktu odpowiada 0,5 g śruty.

D. Oznaczanie zawartości aflatoksyny
W zależności od stężenia aflatoksyny w śrucie,

ekstrakt należy rozcieńczyć, z,agęścić lub posługiwać
się ekstraktem wyjściowym kierując się zasadą po-*) z dodatkiem gipsu

tl
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Tab. 1. Szacowanie skażenia aflatoksyną Bl śruty
arachidowej 1ub mieszanki paszowej (ekstra]<t 25, gl50
ml) przy nakładaniu 10 pl ekstraktu na płytkę. Sruta
wzorcowa Rossetti zawierająca B ppm aflatoksyny B.,;

lampa analityczna UV, Famed

Sruta
Numer plamki

3l łl s-
Wzorcowa (Rosetti)

objętość wyjściowa (m1),
którą trzeba rozcieńczyć do
obj. 8,0 ml
otrzymane rozcieńczenie
(x)

l]adana: zawartość aflatoks.
B, w ekstrakcie niezagęsz-
czonym (ppm)

Badana: zawartośó aflatoks.
Bt w ekstrakcie zagęszczo-
nym 10-krotnie (ppm)

wać poziom aflatoksyny w śrucie posługując się ta-
belą 1.

Można rólvnież określić poziom aflatoksyny 81 w
śrucie nie posługując się roztworem standardowym
a stosując rneLodę kolejnych rozcieńczeń ekstraktu
badanego. Ekstrakt śruty badanej rozcieńczyć kolej-
no dwukrotnie tak aby po naniesieniu r,oztworów na
płytkę ,stwierdzić, lktóre rozcieńczenie daje jeszcze
widzialną plamkę,

poziorn aflatoksyny 81 w ekstrakcie wyjściowym i
Żawartość aflatoksyny w przeliczeni,u na jednostkę
ciężaru śruty badanej.

iI. O"nacŻanie aflatoksyny w orzechach arachido-
wych
Odczynniki:

1. Eter naftowy (frakcja ,o temp. wrzenia 40-60oC)
2. Gllzy ekstrakcyjne l

3-?. Pozostałe pozycje jak w p. I.
Aparatura i szkło 1aboratoryjne

1. Młynek laboratoryjny
2. Aparaty Soxleta pojem. l50 ml.
3. Łaźnia wodna
4-6. Pozostałe pozycje jak w p. I.
A. Ekstrakcja tłuszczów
Przygotować oddzielnie: 25 g zmielonych orze,sz-

ków i 250 ml eteru naftowego.
Drobno zmielone orzeszki przynieść do gilzy eks-

tr
!v
w
ła

dzin. Ekstrakt eterowy odrzucić, gilzę wraz z zawar-
tością slrszyc ponad 30 minut w temperaturze 65oC.

d/uqość folI w mlllmlkronocn

Rys. 1, 'Widmo absorpcyjne W nadf iolecie roztworóW me-
tanolowych aflatoksyn Bt i Gr (otrzymanych Z lrodowli
ptynnej Aspergiuus flavus). spektrofotometr Unicam sP B00,

szczelina 0,02 mm, kiuwety 1,0 cm.

B. Ekstrahowanie aflatoksyny na gorąco
Wysuszoną gilzę z ,odtłuszczonymi orzeszka,mi

umieścić ponownie w czystym aparacie Soxleta i eks-
trahować aflatoksynę 200 mI chlorofołmu przez 6
godzin z ,szybkością 6 cykli na godzinę. Ekstrakt
chloroformowy odparować prawie do sucha na łażn|t
wodnej, W celu przyspieszenia odparowywania moż-
na na naczynie z ekstraktem skierować strumień
azotu. Pozostałość tozpuszczać stopniowo w 5 ml
chloroformu (zagęszczenie 10x). Po dokładny,m wy-
mieszaniu osuszyć ekstrakt przesączając Eo plzez
bezwodny siarczan sodu. Oznaczać zawartość afla-
toksyny jak rv p, ID. Jeżeli ostateczny ekstrakt jest
zbyt zanieczyszczony, lub wymaga dalszego zaEęsz-
czenia (np. 100x) należy przed nałożeniem go na płyt-

0,B
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* Jeżeii ekstrakt nierozcieńczony ze Śruty badanej daje
intensywniejszą fluorescencję niż plamka nI 5, należy róz-
cieńczyó go, porów,nać ze staDdardami i wykonać odpo-
wiednie przeliczenie.*r Jeżeli Wymagana jcSt większa dokładność oznaczenia
niż 0,0i, ppm, ekStrakt nalcży Zagęścić 100-krotnie, aby
dojść do 8ranicznej czułości 0,0l)ll ppm.

daną w tabeli 1. W tabeli tej opracowanej dla wzor-
cowej śruty Roslsetti podany jest również sposób roz-
cieńczania elłstraktu ze śruty. Oprócz ekstraktów z,e
śł:uty badanej, należy w taki sam sposób plzygoto-
wać eksirai<t ze śruty wzorcowe j.

Na uprzednio przygotowaną płytkę z żelern krze-
mionkowym nanieść w odstępach 1-2 cm po 10 ttlpięć roztworów standardowych i ekstrakty badane.
W przypadku posiadania mirropipet o różnej po-
jemności można użyć standardu o tym samym stę-
żenru stosując różne jego objętości (np. 1, 3, 5,
10 1ll). Plamki nanosić w odlegiości 1,5-2 cm od
bocznej i dolrlej krawędzie ,płytki. Przy na,kładaniu
plarnek na płytkę należy uważać aby mikropipetą
nie uszkodzić warstwy żelu i suszyć pla,mkę w
trakcie nanoszenia rnałyrrn strurnieniem azotu z bu-
tli. Nakładane na płytkę chloroformowe ekstrakty
aflatoksyny nie powinny zawierać metanolu, bo w
takirn przypadku af]atoksyna rozmieszcza się na po-
wierzchni całej plamki. Aby uniknąć błędów przy
nakładaniu plamek należy u góry plyiki zaznaczyć
jaki eklstrakt odpowiada danej plamce.

Należy wcześniej przygotować komorę chromato-
graficzną, do której trzeba wlac na wysokość 1 cnr
fazę ruchomą: 37o metanol w chloloformie. Dla rów-
nomiernego i szybkiego -wysycenia komory urnieścić
pod kątem prostyrn arkusz bibuły, przykryć komorę
pokrywą, wstrząsnąć kilkakrotnie 1 pozostawić na
30 ,minut. Potem wstawić płytkę z że7em dla rozwi-
nięcia chromatogramu. Rozwijać w ciemnym po-
mieszczeniu na wy.sokość 10 cm od linii startu (około
20 minu,t). Natychmiast po wyjęciu płytki zaznaczyć
czoło fazy ruchomej. Płytkę wysuszyć na powietrzu
(5 rninut) i ,oglądać chromatogram pod lampą UV
w ciemni, zawsze w ,tej samej odleglości od źródła
promieniowania. Identyfikować aflatoksynę z eks-
traktólv badanych za pomocą Rf i barwy fluores-
cencji w porównaniu z plarrnkami standardu. Rf dla
aflatolrsyny Bl fluoryzu jącej niebiesko w świetle
UV wynosi około 0,5 i może się nieco różnić w za\eż-
ności od warunków rozwijania chromatogramu.
Aflatoksyna G, fluoryzu je zielono i je j Rf wynosi
około 0,37. W przypadku kiedy nie nastąpiło dobre
oddzielenie się plamek aflatoksyny B1 od G, można
umieścić pcnownie w komorze i rczwijać chroma-
togram jeszcze raz jak wyżej. Porównać intensyw-
ność fluorescencji plarnek aflatoksyny B, z ekstrak-
tów badanych z plamkami standardowymi i oszaeo-
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kę oczyścić na kolumnie jak w przypadku oznacze-
nra ĄM paszy.

III. Oznaczanie aflatoksyny w mieszankach paszo-
wych
Odczynniki

1. Eter etyl,owy cz.d.a.
2. ZeI krzernionkowy do chromatografii kolumno-

wej, 100 rnesh
3-6. Pozostałe pozycje jak w p. I.

Aparratura i szkło laboratoryjne
1, Kolurnny chrorna,tograficzne szklane o średnicy

3 crn i długości 15 cm
2-5. Pozostałe pozycje jak w p. I.
A. Ekstrakcja aflatoksyny
Przygotować oddzielnie: 25 g rnieszanl<i paszowej,

25 rnl wody i 50 rn]. chloroforrnu, Ekstrakcję prze-
prowadzić jąk w punkcie IC; 1 mI ekstraktu .: 0,5 c
mieszanki.

B. Oczyszczenie ekstraktu na kolumnie
Na dnie kolumny umieścić mały zwitek waty, wsy-

pać bezw. NarSO4 tyle, aby powstała warstrva gru-
bości 2 cm, lnastępnie dodać 10 g żelu krzernionko-
wego o średnicy 0,05-0,2 mrn (około 100 rnesh).
Wyrównać warstwę postukując lekko w kolumnę.
ZeI ktzernionko,wy pokryć ponownie lvaTstwą bezw.
Na2SOa (2 cm) i za)<ryć zawartość koiurnny lva,tą.

Na tak przygońowaną suchą kolumnę nałożyć 5 rnl
surowego ekstraktu z .mieszanki paszowej. W gór-
nej części wypełnienia kolumny trvorzy się zielono-
brunatny pierścień. Przemyć kolumnę 150 m1 eteru
etylowego, dolewając eter porcjami tak, aby zacho-
lvać ciągło,śó prżepływu. Obserwuje się wędrowanie
warstwy ,,zanieczyszczeń, a spływający eter ma
ciemno-zielone zabarwienie. Frakcję eterową zbierać
do kolby ssąwkowej, a w końcowej fazie ,osuszyó
kolumnę pod próżnią. Przesącz eterowy odrzuci,ć.
Dołączyć suchą kolbę ssaw-](ową i eluować aflatoksy-
ny z kolumny 150 rnl 30li metano]u w chlolofolrnie,
zachowując ciągłość przepływu, Kiedy eluat prze-
stanie rsamorzutnie ,wypływać z koluł-nny resztę fazy
ruchornej odsączyć pod próżnią. Przesącz z kolumny
powinien być klarowny. Jeźeli pomimo oczyszczenia
ekstraktu surowego na kolumnie (przez rvynrywanie
eterem etylowym) pozostają zanteczyszczenia, które
utrudniają identy'ikację aflatoksyny na płytce, na-
leży ekstrał<t oczyścić polvtórnie na kolumnie uży-
rvając do eluacji zanieczyszczeń n-heksanu ]ub eteru
nafto-wego wolnego od związkólv aromatycznych.

C. Oznaczanie aflatoksyny w oczyszczonym eks-
trakcie

Przesącz z kolumny odparowac do sucha na łażni
w,odnej. ,Suchą pozostałość rozpuścić w 5 mI chloro-
formu. Uzyskuje się "uv ten sposób wyjściowe stęże-
nie aflatoksyny, jak w surowyrn ekstrakcie. Tak
oczyszczony ekstrakt należy nakładać bezpośrednio
na płytkę z żelern krzernionkowył-n i oszacować za-
wartośĆ aflatoksyny jak w punkcie ID (patrz ta-
bela 1). DIa porównania można nałożyć też plamkę
z surowego ekstraktu, (II A), w którym stężenie afla-
toksyny równa się :stężeniu w ekstrakcie oczyszczo-
nym. W przypadku niskiej zawartości aflatoksyny,w mieszance należy ekstrakcję przeprowadzić z
większej odważki (np, 100 g mieszanki ł 100 ml wo-
dy + 200 mI chloroformu). Zaleca się 50 ml suro-
wego ekstraktu zagęścić 1O-krotnie i następnie na-
nieść na kolunrnę. ,P,o oczyszczeniu i odparowaniu
jak w p. IIIB i C rozpuścić pozostałość w 5 ml chlo-
roformu i nakładać na pły,tki. Uzyskuje się w ten
sposób ekstrakt 1O-kro,tnie zagęszczony. Jeżeli za-
gęszczenie lO-krotne okaże się niewyst:irczające, na-
leży suchą pozostałość rozpuścić w 0,5 ml chloro-
f orrnu. 'Wtedy czulość analizy obniży się do
0,008 ppm.

IV. Spektrofotornetryczna metoda oznaczania afla-
toksyn

OdczYnniki - 
jak w p. 1.

Aparatura i szkło laboratoryjne

1. Spektrofotometr
2, Lejki Schotta G 5
3-7. Fozostałe pozycje jak w p. I.
A. Ekstrakcja aflatoksyny
Ekstrakcję ze ,śruty luib orzeszków prowadzi się

jal< w p. IC i 1IAB tal<, aby 1 ,ml ekstraktu odpo-
wiadał 0,5 g badanego materiału. W przypadku niż-
szej zawartości aflatoksyny (poniżej 8 pprn), osza-
cowanej Wstępnie na chroma,to,gramie cienkowar-
stwowyrn, ekstrakt należy zagęścić i uwzględnić to
w przeliczeniach.

B, Sporządzenie chromatogramu
Na płytkę o wymiarach 20 X 20 cm pokTytą wal-

stw-ą żelu G o ,grubości 0,4 rnm, nałożyć pasmo 2 ml
ekstraktu (odpo-"viada 1 g ltladanej śruty) ,o długości
około 15 cffi, susząc strumieniern azotu. Urnieścić
płytkę w nasyconej komorze z fazą rucho,mą - 3,0Ó

metanolu ,w chloroformie. Rozwijać chlomatograrn w
cie,mni ,przez 30 minut, wyciągnąć płytkę z komory,
pozostawić ,do przeschnięcia na 5:i0 minut i toz-
wijać chromatogram pa raz drugi przez 30 rninut.

Płytkę ułnieścić pod larnpą analityczną i w od-
ległość 7-9 'cm od linii startu obrysować igłą pasmo
aflatoksyny B, o długości około 15 cm i szerokości
1,6-1,8 cm. Jeśli ozDacza ,się również inne aflato-
ksyny, np. Gl, należy zaznaczyć położenie ich paslrna
lV pTomieniach Iampy anali,tycznej. W przypadku
ekstraktów ze śruty, w linii czoła występuje inten-
sywna zielona fluorescenc ja tłuszczów, którą łatłvo
odróżnić od aflatoksyn.

C. Oznaczanie zawartości aflatoksyny
Obryso-wane pasma zeskrobać dokładnie i przesy-

pać że1 z zaadsorbo,"vaną aflatok,syną do lejka Schot-
ta. Małymi porcjami metanolu z pipety przemyć żel
na lejku ze spiekanego szkła tak, aby wyekstraho-
r,vać aflatoksynę zużywając łącznie 5 mI metanolu.
Zbierać ekstrakt do kalibrowanej probówki urniesz-
czonej w kolbie ssaWkowej. Ostatnią porcję meta-
nolu zebrać pod zm,niejszonyrtl ciśnieniem. Metano-
lowy ekstrakt przenieść do kiuwety o gru,bości 1 crn
i odczytywaó ekstynkcję próby przy fali 363 i 420
rntrr,. Aparat wyzerołvać za pomocą redestylowanego
metano]u.

D. Obliczenie zawartości aflatoksyn
DXMxl00 : "+ężenie afla,toksyny (ppm)EX200

D - poprawiona eks,tynkcja dla 36,3 rnpł (Daur-Dnro)
M - ciężar cząsteczkowy aflatoksyny
E - rn,olarny współczynnik absorpcji
Wartości E (dla roztworów metanolowych) i M dla

czterech aflatoksyn wynoszą (B):

Aflatoksyna
B1
B2
G1
G2

E
22 000
23 400
1B 700
21 000

M
3I2
314
32B
330

Uwagi ,ogólne
1, Opisane metody są proste i dają wysoką

pow,tarzalność wyników- jeżeli stosuje się sta-
ran,nie przechowywane odczynniki wysokiej
czystości, ,dob,rze unryte sz[<ło i ,zapewni się
dokłladność wykonania analizy.

2. Jeżeli po rozwinięciu chromatogra,mu
istnieją trudności )ze zidentyfikowaniem afla-
toksyny 81 można zastosowaó następujący
tes,t. Płytkę spryskać 5010 rozttworem kwasu
siarkowego, wysu,szyó i oglądać w świetle UV.
Plamki aflatoksyny 81, które świeciły niebie-
sko przed sp,ryskaniem, śłviecą zielono.
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3. Poleca się rnastępujący sp,osób mycia
sz,kła laborato,ryjnego, Szkło umyć na,,ipierw
dokładnie roztworem detergeł,ltu, zanutzyć na
kilka godzin w alkalicznym roztworze (NaOH
lub Na2CO3), spłukać ,dokładnie wodą ń zanu-
rzyć w kwasie siarkowym lub solnym, na-
stęprrie 6-kr,otnie płukać wodą bieżącą i 3-
krotnie wodą destylowaną.

4. Ze względu na wysoką t,oksyczność afla-
toksvn i rnożIiwość ich wchła,ni,ania się różnv-
mi drogami, należy zachować daleko idące
środki ostrożności zatowTua podczas wykony-
wani:a analizy jak i mycia s,zkla.

5. Sprzęt i naczynia dezynfekować należy
5-6010 lożtwoTem podchlorynu sodowego
(NaOCl, Natrium hypochlorosum) p,okrywając
całą skażoną powierzchnię. Kontakt po-
wierzchni z rroztworern musi trwać przynaj-
mniej 30 sekund; dla pewności sprawdzić
lampą UV skuteczność odkażania. W przypad-
kts związków, które nie mieszają się z wodą,
poleca siię ,najpierw ,od[<ażac podchloryrrem, a
,następnie izakwasić 6 N k-wase,m sol,nym. Szkło
laboratoryjne wystarcza umyć jak po,dano w
p. 3 albo chr,om,ianką. Do dezynfekcji rąk
lmOŻnia sto,sować równ,ież 59o roztwót podchlo_

rynu sodowego a dla osób wrażIirnych.na ten
związek poleca się mies,zaninę w równych
ilościach IDll roztw,oru na,drboranu sodowego
(NaBO2, HzO:, 3H2O; Natrium perboricum)
i 1% roztworu wodorowęglanu sodowego
(NaHCO3, Natrium hydrocarb,o,nicum), Przy
przypadkowym napiciu się roztworu afla-
toksyny powyżej poclaną mieszaninę można
użyć dlo płukania jarnv ustnej.
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ciętym na sieczkę (tak sarno zresztą jak pozostałe
bydło w oborze),

Stan obecny: Krowa czarno-biała, 6 ].at zbudowana
dobrze, miernie odżywiona, średnio utrzymana. Temp.
rvewnętrzna 3B,8 stop,ni C, tętno 90 uderzeń na minutę,
oddechy 32/min. Krowa smutna, nie reaguje na oto-
czenie, oddechy utrudnione, brak apetytu, brak żujki,
przy nawracaniu wyraźnie chwiejna. 'W'idoczne błony
śluzowe zażółcone. Zażcńcentem objęte są partie skóry
na wymieniu i po przyśrodkowej stronie ud. Tempe-
ratura skóry nierównomlernie rozimieszczona, żwacz
miernie wypełniony, dostępne badaniu węzły chłonne
bez odchyleń od normy. Frzy opukiwaniu pole stłu-
mienia wątrobowego powiększone. Ruchy żwacza
zwolnione i ledwo słyszalne. Próbny upust krwi
wykazał, że krew jest rozwodniona, nie krzepnie, a
wylana na piasek wsiąka w niego bez teszty.

Rozpoznanie: krwiomocz poporodowy. W ]eczeniu
zastoso-wano: 1) Ferrodex 10 - (i.m.), 2 Calcźum bo-
rogluconatum 1 but. (i.v.), 3) Calphosan r but. (i,v.),
4) Glucosum 200ń - 500 _ (i.v.), 5) Card,im,id 10,-
(i.m.). Ze rvzględu na ciężki stan krowy w dniu ZB.i'.
66 r. ponownie podano: l) Ferro,dex 70-2) Coft. n.
benz. 20,- 3) Ceromangan 20,- 4) CaIc. boroglucona-
tum I but. Przy ponownym podawaniu ]eków krowa
już była we,selsza, zaczęła przeżuwać, mocz stał się
jaśniejszy, zaczęła trochę jeść.

Jak wynikało z meldunków w ciągur 7 dni kro,uva
wróciła do zdrowia i dawała mleko w takiej ilościjak przed zachorowaniem.

W podobny sposób na przestrzeni od 1962 r. do
i968 r. leczyłem z pomyślnym skutkiem 7 sztuk
krów. Ósmą krowę - mimo leczenie - zmuszony
byłem skierorłlać do ubojtr z konieczności. Dwie na-
stępne ze względu na zbyt późne wezwanie - wystą-
piło już zaleganie - bez leczenia skierowałem do
uboju z konieczności. Wszystkie wypadki tego scho-

NOTATY Z PRAKTYKl
JAN SZYMCZAR

Bonżeuo

OBSERIWACJE WŁASNE
NAD WYSTĘPOWANIEM

ROZPOZNAWANIEM I LECZENIEM
ŻÓŁTACZKI POPORODOWEJ U KRÓW

W dniu 26.7.1966 r, zostałem wezwany do chorej
krowy - własność pracownika C.N.O.S. - w miejsco-
r,r,ości S. Ze względu na dużą ilość zgłoszeń ,w tym
dniu, zgłoszenie załatwiono następnego dnia. Okazało
się, że w dn. 26.7.66 1. r6rypadek ten załatwił lekarz
z sąsiedniego rejonu - o czym mnie nie powiado-
miono - stwierdzając pourazowe zapalenie czepca.

Właściciel zwierzęcia stwierdził, że ,kro-wa iużjest chora od czterech dni. Początkowo wystąpił u
niej -obrzęk wyrnienia. Weził,any technik wet. za-
stosował maść penicyllnową w rtubach do sttzy-
ków oraz maśó kamforową do rozcienań wymienia.
Takie leczenie nie poprawiło stanu zdrowia krowy, a
ponadto krowa strraciła apetyt. Właściciel telefonicznie
lvezwał lekarza z sąsiedniego re,jonu, który zilradał kro-
wę, udzielił pomocy i zalecił o,bserwację. Obiecał przy-
jechać i przepr,owadzió operację na obecnośó ciała
obcego gdyby nie nastąpiła poprawa u krowy. Po-
prawy a:zeczywiścię 4ie lbyło. Zbierając dalej wywiad
dowie,działem się, że krowa wycieliła rsię przed 18
dniami, poród był normalny, okres poporodowy bez
powikłań (ło,żysko ,odeszło sarno w kilka godzin po
porodzie), afiretyt zachowany, wydajność rnleka dobra.
W okresie choroby zauważono, że odda,wany r^ocz
miał barwę ciemno;bru,natną, Stan zwierzęcia byi
od dłuższego ,czasu kar,miona zielonym słonecznikiern
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