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e OAM3HELBI MMEIN HECKOJbKO DoJiee BBICOKMI ypo-
ek PBI uem mumerole eAyMHMYHBIC ATHATA, HO pPas-
HMIOBLI He ObLIM CYIIECTBEHHbIC, ¥ BCEX OBel, Habio-
mgany Mexay 7 m 91 nHeM JaKTallMy CYLIECTBEHHOE
noHukeHue ypoeHsT PBL

Kalinowska C., Podgérski W. — The mutual relation-
ship between the PBI level in blood serum and milk
production in shecp.

It was suggested by the increase of milk secretion
and the new 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 conjugated with protein

in the blood serum of 35 nursing mothers, and their
milk production and the new yearly sprout of wool.
In the investigated sheep the significant positive cor-
relaticn between 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 blood serum and
the wool production.

The mothers with twins had the slightly higher PBI
level 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.
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Kierownik: prof. dr T. JUSZKIEWICZ

Szereg o0s6b 1 instytucji naukowych zwra-
calo sie do nas ostatnimi czasy z prosba o po-
moc w oznaczaniu ilosciowym aflatoksyn.
Wiekszo$¢ z nich gorgco nas namawiata do
opublikowania na lamach krajowego pismien-
nictwa metod, ktére stosowane sa do tych
oznaczen w naszym Zakladzie. Czynimy to wy-
jasniajac jednoczesdnie, ze jest to do pewnego
stopnia kompilacja metod juz opublikowa-
nych w polgczeniu z modyfikacjami wynika-
jacymi z naszego doswiadczenia. Metody po-
nizsze sg stosowane przez nas z powodzeniem
od dwoch lat i zostaly wielokrotnie spraw-
dzone i zalecone do stosowania w Zakladach
Higieny Weterynaryjnej.

Toksyny produkowane przez grzyby (ples-
nie) z gatunku Aspergillus flavus naleza do
zwigzkbw o znacznej toksycznosci i wiascei-
wosciach karcynogennych. Dla zwiazkéw tych,
ktére sg obecnie Sci$le juz chemicznie ozna-
czone, przyjela sie powszechnie nazwa afla-
toksyn. Sposrod czterech najczesciej wystepu-
jacych aflatoksyn (B, By, Gi, G2) najbardziej
toksyczng i w najwiekszej ilosci produkowang
przez A. flavus jest atlatoksyna B;. Dlatego
praktycznie wickszo§é metod sprowadza sie do
oznaczania tylko tej toksyny. W zasadzie jed-
nak pozostanie aflatoksyny mozna oznaczaé po-
stepujac w analogiczny sposob jak przy B;.
Trzeba mie¢ tylko wzorce tych toksyn lub sta-
bilizowang srute wzorcowa o znacznej zawar-
tosci aflatoksyn.

Metody wykrywania i oznaczania aflatok-
syn mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze gru-
py: metody biologiczne i metody chemiczne.
Sposréd metod biologicznych najszersze do-
tychczas zastosowanie znalazta préba na 1-
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dniowych kaczetach (10). Do tej préby, podob-
nie jak do innych metod biologicznych, uzy-
wany material biologiczny (kaczeta) musi byt
jednorodny. Kaczeta 1l-dniowe dzieli sie na
kilka grup i podaje ekstrakty z badanego ma-
teriatu we wzrastajacych stezeniach. Ekstrak-
ty wprowadza sie per os sondg 2 razy dziennie
po 1 ml przez tydzien. Przy wyzszych steze-
niach aflatoksyn cze$é kaczat pada, a pozostate
przy zyciu zabija sie po tygodniu. U padilych
i zabitych kaczat obserwuje sig¢ charaktery-
styczne zmiany w preparatach histologicznych
watroby i na ich podstawie okresla sie poziom
aflatoksyny. Metoda moze stuzy¢ jako proba
jako$ciowa a przy odpowiednim opracowaniu
rowniez jako ilo$ciowa.

Précz opisanej proby znane sg jeszcze proby
biologiczne na zarodkach kurzych (12) i kul-
turach tkankowych in vitro (4), oraz na naryb-
ku pstraga (6). Wykonanie prob tych napotyka
w praktyce na szereg trudnoéci i dlatego nie
znalazly one szerszego zastosowania.

W  praktyce laboratoryjnej powszechnie
przyjely sie ostatnio préby chemiczne, ktore
w podanym ponizej opisie sa wzglednie proste
i cechujg sie duzg dokladnoscig oraz czuloscig.

Po stwierdzeniu, ze aflatoksyny fluoryzuja
w $wietle UV opracowano szereg metod wy-
korzystujacych te wiasciwos¢. Poczatkowo za-
stosowano chromatografie bibutowg i obser-
wowano $wiecenie plam w S$wietle lampy
fluorescencyjnej na bibule (2). Bardziej doged-
ng okazata sie jednak chromatografia cienko-
warstwowa. Opracowano metody rozwijania
chromatogramu na warstwie tlenku glinu obo-
jetnego (1) i zelu krzemionkowym (3, 7). Chro-
matogramy na tlenku glinu okazaly sie mniej
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przydatne, poniewaz Rf bylo labilne, jak réw-
niez wszystkie aflatoksyny welrowaly w fa-
zie ruchomej razem i $wiecita tylko jedna
plamka. W dodatku fluorescencja mna tlenku
glinu jest mniej intensywna niz na zelu krze-
mionkowym.

Najbardziej przydatng okazala sie metoda
stosowana obecnie rutynowo a polegajgca na
rozwijaniu  chromatograméw na plytkach
szklanych pokrytych zelem krzemionkowym
G *) w fazie ruchomej 3% metanolu w chloro-
formie. W tym ukladzie mozna dokonaé roz-
dzialu na aflatoksyny By, G;, Bs, Gy, przy czym
Rf aflatoksyny B, wynosi okolo 0,5 a G; —
0,37. Chromatogramy odczytuje sie w $wietle
lampy UV. Zawartos¢ aflatoksyny w ekstrak-
tach mozna oceni¢ przez poréwnanie intensyw-
nosci fluorescencji plamek badanych z fluore-
scencjg plamek wzorcowych, lub tez bez wzor-
ca metodg kolejnych rozcienczen, znajdujac
takie graniczne rozcienczenie przy ktorym go-
lym okiem mozna jeszcze dostrzec fluorescen-
cje plamki (np. 0,001 ng aflatoksyny B,).

W przypadku analizowania $ruty na zawar-
tos¢ aflatoksyny, sporzadza sie ekstrakt chlo-
roformowy, ktory bezposrednio naklada sie
na plytke do rozwiniecia chromatogramu. Je-
zeli bada sie orzechy ziemne procedura wy-
maga odtluszezenia zmielonych orzechow w
aparacie Soxleta eterem naftowym, a nastep-
nie wykonania ekstrakeji aflatoksyn na gorgco
metanolem lub chloroformem. Tak uzyskane
ekstrakty odparowuje sie do sucha, rozpusz-
cza w niewielkiej iloci chloroformu i nanosi
na plytki.

W przypadku analizowania mieszanki paszo-
we]j z dodatkiem $ruty arachidowej, ze wzgle-
du na olbrzymig ilo$¢ zanieczyszczen, ekstrakt
chloroformowy z paszy poddaje sie wstepne-
mu oczyszczaniu przepuszczajac go przez ko-
lumne z zelem krzemionkowym 0,05—0,2 (9).
Zanieczyszczenia usuwa sie z kolumny eterem
etylowym i dalej eluuje sie aflatoksyny 3%
metanolem w chloroformie. Eluat z kolumny
odparowuje sie, rozpuszcza w chloroformie i
nanosi na plytki. Intensywno2$¢ fluorescencji
plamek na plytce mozna réwniez odczytaé za
pomocg przyrzagdu zwanego densytometrem.
Jest to oczywiScie obiektywniejsza metoda niz
ocena przy pomocy oka.

Dla bardziej dokladnych i obiektywnych
oznaczen aflatoksyn stosuje sie metode spek-
trofotometryczna (8). Jest to metoda obiektyw-
na i dokladna ale wymaga ona zawartosci kil-
ku mikrograméw aflatoksyny w prébie. Meto-
da ta polega na chromatograficznym rozwinie-
ciu pasma ekstraktu w fazie ruchomej, zeskro-
baniu plamy, ekstrakcji aflatoksyny z zelu re-
destylowanym metanolem i oznaczaniu eks-
tynkeji przy dlugosci fali 363 mu.

I. Oznaczanie
arachidowych

aflatoksyny w $rucie z orzechéw

*) Z dodatkiem gipsu.

Odczynniki

1. Chloroform cz.d.a., redestylowany,

2. Zel krzemionkowy G (Silica Gel G — Merc lub
inny),

3. Metanol cz. d. a.

4. Siarczan sodu bezw. (wysuszony),

5. Bibula filtracyjna (Whatman 41).

Aparatura i szklo laboratoryjne

1. Wsirzasarka,
2. Zestaw do chromatografii cienkowarstwowej,
3. Lampa analityczna UV (365 mw), typ L6/58

Famed 1 albo inna,

4. Stoiki z korkiem doszlifowanym (200 ml),
5. Butla z azotem (pozgdana).

A. Przygotowanie plytek do chromatografii -

Piytki umy¢ kolejno w roztworze detergentu, roz-
tworze alkalicznym, potem w kwasnym i po doklad-
nym wyplukaniu woda destylowang przemy¢ alko-
holem etylowym. Sporzadzi¢é zawiesine zelu Kkrze-
mionkowego w mnastepujgcy sposéb: do mozdzierza
wsypaé 30 g zelu i dodajac powoli 60 ml wody do-
kladnie rozetrzeé. Natychmiast przelaé zawiesine do
aplikatora i pokry¢ plytki tak, aby tasczynno$é nie
trwata diuzej niz 2 minuty. Taka ilosé zawiesiny
wystarcza na pokrycie pieciu plytek 20X20 ecm war-
stwg o grubo$ci 0,4 mm. Plytki pozostawié przez 30
minut do przeschniecia w temperaturze pokojowej.
Potem umiesci¢ plytki w suszarce, wlgczajge ja aby
stopniowo ogrzewata sie do temp. 100°C i trzyma¢
w tej temperaturze przez godzine. Po uplywie go-
dziny wylaczyé suszarke i pozostawi¢ piytki do
ostygnigcia. Przechowywaé plytki w eksykatorze nad
§rodkiem suszacym. Prawidlowo przechowywane
plytki nie traca wartosei do czterech tygodni.

B. Sporzadzenie wzorcow

Za wzorzec stuzyé moze stabilizowana $ruta ara-
chidowa o dokladnie oznaczone] zawartoéci aflatok-
syny (np. $ruta wzorcowa Rossetti zawierajgca 8 ppm
aflatoksyny B,). Ze $ruta wzorcowsg postepuje sie
wedlug opisu w p. I CD.

W przypadku posiadania aflatoksyny krystalicznej
B., nalezy ja rozpusci¢ w chloroformie (lub benzenie)
sporzadzajac roztwor macierzysty o stezeniu 10 wug/ml.
Nastepnie do pieciu kolbek miarowych (10 ml) daé
kolejno 0,4 ml, 0,5 ml, 1,0 ml, 20 ml i 3,0 ml roz-
tworu macierzystego i uzupeini¢ odpowiednio chloro-
forem (lub benzenem) do 10 ml. Roztwory te nalezy
nanosi¢ na plytki w ilo$ci 10 ul (odpowiadajg plam-
kom 1, 2, 3, 4, 5 wg tabeli 1), fluorescencje ich pla-
mek mozna latwo odréini¢é a naniesione ilosei afla-
toksyny wynosza w poszczegblnych plamkach odpo-
wiednio: 0,004 wg, 0,005 ng, 0,010 pg, 0,020 wg i
0,030 pg aflatoksyny B,.

Wzorce chloroformowe malezy przechowywaé w lo-
dowce w naczyniach bardzo szczelnie zamknietych.
Wzorce sa irwate przy wladciwym przechowywaniu
w ciemnym i chiodnym miejscu. Wzorce benzenowe
sa mniej lotne i przez to jest wieksza pewnosé, ze
ich objetosé nie zmienia sie.

C. Ekstrakcja aflatoksyny ze Sruty

Przygotowaé oddzielnie: 25 g $Sruty (dokladnie roz-
drobnionej), 25 ml wody i 50 ml chloroformu. Wsy-
pa¢ odwazke $ruty do stoika, zalaé woda i wymie-
sza¢ bardzo dokladnie lopatka tak, aby cata zawar-
to$¢ byla réwnomiernie zwilzona. Wlaé chloroform,
szczelnie zamknaé stoik, w pozycji poziomej wsta-
wié¢ do wytrzasarki i ekstrahowaé przez 30 minut.
Przygotowa¢ saczek z bibuly filtracyjnej, wsypa¢ na
sgezek lyzeczke bezwodnego siarczanu sodowego i
przesgezy¢ przez to wycisniety lopatka ekstrakt sru-
ty (przesacz powinien byé klarowny); 1 ml takiego
ekstraktu odpowiada 0,5 g S$ruty.

D. Oznaczanie zawartosci aflatoksyny

W zalezno$ci od steZenia aflatoksyny w S$rucie,
ekstrakt nalezy rozcieficzy¢, zagescié lub postugiwaé
sie ekstraktem wyjsciowym kierujac sie zasada po-
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Tab. 1. Szacowanie skazenia aflatoksyna B, S$ruty

arachidowej lub mieszanki paszowej (ekstrakt 25 g/50

ml) przy nakladaniu 10 pl ekstraktu na plytke. Sruta

wzorcowa Rossetti zawierajgca 8 ppm aflatoksyny B;;
lampa analityczna UV, Famed

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Numer _plamki
2| 3] 4 5

Sruta ‘

1
Wzorcowa (Rosetti) I ‘ |
objetos¢ wyjsciowa (ml),
ktérag trzeba rozciehezyé do
obj. 8,0 ml 0,8 | 1,0| 2,0 4,0/6,0
otrzymane rozcienczenie |
X) 10 8| 4

Radana: zawarto$é aflatoks.
B, w ekstrakcie niezagesz-
czonym (ppm) 0,8 | 1,0

2/ 1,33

2,0 4,060

Badana: zawartos¢ aflatoks.
B, w ekstrakcie zageszczo-
nym 10-krotnie (ppm)

0,08 0,1] 0,2| 0,4 0,6

* Jezeli ekstrakt nierozcienczony =ze §ruty badanej daje
intensywniejsgg fluorescencje niz plamka nr 5, nalezy roz-
cienczyé go, poroéwnaé ze standardami i wykonaé odpo-
wiednie przeliczenie.

== Jezeli wymagana jest wieksza dokladno$é oznaczenia
niz 0,08 ppm, ekstrakt nalezy =zage$cié 100-krotnie, aby
doj$¢ do granicznej czulosci 0,003 ppm.

dang w tabeli 1. W tabeli tej opracowanej dla wzor-
cowej Sruty Rossetti podany jest réwniez sposob roz-
cienczania ekstraktu ze sSruty. Oprécz ekstraktow ze
Sruty badanej, nalezy w taki sam sposob przygoto-
wac¢ eksirakt ze S$ruty wzorcowej.

Na uprzednio przygotowang pilytke z zelem krze-
mionkowym nanie$¢ w odstepach 1—2 em po 10 pl
pig¢ roztwordéw standardowych i ekstrakty badane.
W przypadku posiadania mikropipet o roéznej po-
jemnos$ci mozna uzy¢ standardu o tym samym ste-
zeniu stosujac rozne jego objetosci (np. 1, 3, 5,
10 pl). Plamki nanosi¢ w odlegltosci 1,5—2 cm od
bocznej i dolne] krawedzie ptylki. Przy nakladaniu
plamek na plytke nalezy uwazaé¢ aby mikropipetg
nie uszkodzi¢ warstwy zelu 1 suszy¢ plamke w
trakcie nanoszenia malym strumieniem azotu z bu-
tli. Nakladane na plytke chloroformowe ekstrakty
aflatoksyny nie powinny zawieraé metanolu, bo w
takim przypadku aflatoksyna rozmieszcza sie na po-
wierzchni calej plamki. Aby unikngé bledéw przy
naklzdaniu plamek nalezy u goéry piytki zaznaczyé
jaki ekstrakt odpowiada danej plamce.

Nalezy wecze$niej przygotowaé¢ komore chromato-
graficzna, do ktorej trzeba wla¢ na wysoko$e 1 cm
faze ruchoma: 3% metanol w chloroformie, Dla row-
nomiernego i szybkiego wysycenia komory umiesci¢
pod katem prostym arkusz bibuly, przykry¢ komore
pokrywa, wstrzasnaé kilkakrotnie 1 pozostawi¢ na
30 minut. Potem wstawi¢ plytke z Zzelem dla rozwi-
niecia chromatogramu. Rozwija¢ w ciemnym po-
mieszczeniu na wysokosé 10 em od linii startu (okolo
20 minut). Natychmiast po wyjeciu plytki zaznaczyé
czoto fazy ruchomej. Plytke wysuszyé na powietrzu
(5 minut) i oglada¢ chromatogram pod lampg UV
w ciemni, zawsze w te] samej odlegtosci od Zrédia
promieniowania. Identyfikowat¢ aflatoksyne z eks-
traktéw badanych za pomocg Rf i barwy fluores-
cencji w poréwnaniu z plamkami standardu. Rf dla
aflatoksyny B, fluoryzujgcej niebiesko w S$wietle
UV wynosi okolo 0,5 i mozZe sie nieco rozni¢ w zalei-
nosci od warunkow rozwijania chromatogramu.
Aflatoksyna G; fluoryzuje zielono i jej Rf wynosi
okoto 0,37. W przypadku kiedy nie nastapilo dobre
oddzielenie sie plamek aflatoksyny B, od G, mozZna
umie$ci¢ pecnownie w komorze i rozwijaé chroma-
togram jeszcze raz jak wyzej. Porownaé intensyw-
nosé fluorescencji plamek aflatoksyny B, z ekstrak-
téw badanych z plamkami standardowymi i oszaco-
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waé poziom aflatoksyny w Srucie postugujgc sie ta-
belg 1.

Mozna réwniez okreéli¢ poziom aflatoksyny B, w
srucie nie postlugujgc sie roztworem standardowym
a stosujac metode kolejnych rozcienczen ekstraktu
badanego. Ekstrakt s$ruty badanej rozcienczyé kolej-
no dwukrotnie tak aby po naniesieniu roztworéw na
plytke stwierdzi¢, ktdére rozcienczenie daje jeszcze
widzialng plamkKke,

Dla przykiadu podaje sie, Zze w ciemni na plyt-
kach pokrytych zelem krzemionkowym G (Kiesel-
gel G, Merck) o grubosci warstwy 0,4 mm i aktywo-
wanych w temp. 100°C przez 1 godz., mozna W Pro-
mieniach analityeznej lampy kwarcowej (lyp L 6/58
prod. Famed 1, E6dZ) zaobserwowaé jeszcze fluo-
rescencje 0,001 ng aflatoksyny B;. Znajac graniczne
rozeienczenie ekstralktu badanego mozna wyliczyt
poziom aflatoksyny B, w ekstrakcie wyjsciowym i
zawartosé aflatoksyny w przeliczeniu na jednostke
ciezaru $ruty badanej.

II. Oznaczanie aflatoksyny w orzechach arachido-
wych
Odczynniki:

1. Eter naftowy (frakcja o temp. wrzenia 40—60°C)

2. Gilzy ekstrakcyjne |

3—1. Pozostate pozycje jak w p. I.

Aparatura i szkto laboratoryjne

1. Miynek laboratoryjny

2. Aparaty Soxleta pojem. 150 ml

3. Laznia wodna

4—6. Pozostale pozycje jak w p. I.

A. Ekstrakcja tluszezow

Przygotowaé oddzielnie: 25 g zmielonych orzesz-
kéw i 250 ml eteru naftowego.

Drobno zmielone orzeszki przynies¢ do gilzy eks-
trakeyijnej i umiesci¢ ja w ekstraktorze. Do kolby
wlaé eter naftowy, wrzucié pare porcelanek i usta-
wié aparat Soxleta na lazni wodnej. Temperaturg
lazni uregulowaé talk aby czestotliwo$é syfonowania
wynosila 10 cykli na godz. Ekstrahowaé przez 6 go-
dzin. Ekstrakt eterowy odrzucié¢, gilze wraz z zawar-
toécia suszyé ponad 30 minut w temperaturze 65°C.

|
|
!

\
N
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Rys. 1, Widmo absorpcyjne w nadfiolecie roztwor6w me-

tanolowych aflatoksyn B; i G; (otrzymanych =z hodowli

plynnej Aspergillus flavus). Spektrofotometr Unicam SP 800,
szczelina 0,02 mm, kiuwety 1,0 cm.

B. Ekstrahowanie aflatoksyny na gorgco

Wysuszong gilze z odttuszczonymi orzeszkami
umiescié ponownie w czystym aparacie Soxleta i eks-
trahowaé aflatoksyne 200 ml chloroformu przez 6
godzin z szybkosScig 6 cykli na godzine. Ekstrakt
chloroformowy odparowaé prawie do sucha na lazni
wodnej. W celu przyspieszenia odparowywania moz-
na na naczynie z ekstraktem skierowaé¢ strumien
azotu. Pozostaloié rozpuszczaé stopniowo w 5 ml
chloroformu (zageszczenie 10x). Po dokltadnym wy-
mieszaniu osuszy¢ ekstrakt przesaczajac go przez
bezwodny siarczan sodu. Oznaczaé zawartos¢ afla-
toksyny jak w p. ID. Jezeli ostateczny ekstrakt jest
zbyt zanieczyszczony, lub wymaga dalszego zagesz-
czenia (np. 100x) nalezy przed nalozeniem go na piyt-
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ke oczy$ci¢ na kolumnie jak w przypadku oznacza-
nia w paszy,

III. Oznaczanie aflatoksyny w mieszankach paszo-
wych
Odczynniki

1. Eter etylowy cz.d.a.

2. Zel krzemionkowy do chromatografii kolumno-
wej, 100 mesh

3—6. Pozostale pozycje jak w p. 1.
Aparatura i szklo laboratoryjne

1. Kolumny chromatograficzne szklane o $rednicy
3 cm i dilugosei 15 cm

2—5. Pozostate pozycje jak w p. I

A. Ekstrakcja aflatoksyny

Przygotowac¢ oddzielnie: 25 g mieszanki paszowe],
25 ml wody i 50 ml chloroformu. Ekstrakcje prze-
prowadzi¢ jak w punkcie IC; 1 ml ekstrakiu = 0,5 g
mieszanki.

B. Oczyszczenie ekstraktu na kolumnie

Na dnie kolumny umiesci¢ maly zwitek waty, wsy-
paé bezw. Na,SO, tyle, aby powstata warstwa gru-
bosci 2 cm, nastepnie doda¢ 10 g zelu krzemionko-
wego o© Srednicy 0,06—0,2 mm (okolo 100 mesh).
Wyréwna¢ warstwe postukujac lekko w kolumne.
Zel krzemionkowy pokry¢ ponownie warstwg bezw.
Na,SO; (2 cm) i zakryé zawartosé kolumny wats.

Na tak przygotowang sucha kolumne naltozy¢ 5 ml
surowego ekstraktu z mieszanki paszowej. W gor-
nej czesci wypelnienia kolumny tworzy sie zielono-
brunatny pierscieh., Przemy¢ kolumne 150 ml eteru
etylowego, dolewajgc eter porcjami tak, aby zacho-
wac cigglosé przeplywu. Qbserwuje sie wedrowanie
warstwy zanieczyszczen, a splywajacy eter ma
ciemno-zielone zabarwienie. Frakcje eterowg zbierac
do kolby ssawkowej, a w koicowej fazie osuszyé
kolumne pod proéznia. Przesacz eterowy odrzucié.
Dolaczyé sucha kolbe ssawkows i eluowac aflatoksy-
ny z kolumny 150 ml 3% metanolu w chloroformie,
zachowujgce ciagglosé przeptywu. Kiedy eluat prze-
stanie samorzutnie wypiywaé¢ z kolumny reszte fazy
ruchomej odsgczy¢é pod proéznig. Przesgcz z kolumny
powinien byé¢ klarowny. Jezeli pomimo oczyszczenia
ekstraktu surowego na kolumnie (przez wymywanie
eterem etylowym) pozostaja zanieczyszczenia, ktére
utrudniajg identyfikacje aflatoksyny na plytce, na-
lezy ekstrakt oczy$cié powtdrnie na kolumnie uzy-
wajac do eluacji zanieczyszczen n-heksanu lub eteru
naftowego wolnego od zwigzkéw aromatycznych,

C. Oznaczanie aflatoksyny w oczyszczonym eks-
trakcie

Przesgcz z kolumny odparowaé¢ do sucha na lazni
wodnej. Sucha pozostatos¢ rozpusci¢ w 5 ml chloro-
formu. Uzyskuje sie w ten sposéb wyjsciowe steze-
nie aflatocksyny, jak w surowym ekstrakecie, Tak
oczyszczony ekstrakt mnalezy nakiadaé bezposrednio
na piytke z zelem krzemionkowym i oszacowaé za-
warto§¢ aflatoksyny jak w punkcie ID (patrz ta-
bela 1). Dla pordéwnania mozna nalozyt tez plamke
z surowego ekstraktu, (II A), w ktérym stezenie afla-
toksyny rowna sie stezeniu w ekstrakecie oczyszezo-
nym. W przypadku niskiej zawartosci aflatoksyny
w mieszance nalezy ekstrakcje przeprowadzié z
wiekszej odwazki (np. 100 g mieszanki + 100 ml wo-
dy + 200 ml chloroformu). Zaleca sie 50 ml suro-
wego ekstrakiu =zage$ci¢ 10-krotnie i nastepnie na-
nie§¢ na kolumne. Po oczyszczeniu i odparowaniu
jak w p. IIIB i C rozpusci¢ pozostalosé w 5 ml chlo-
roformu i naklada¢ na piytki. Uzyskuje sie w ten
sposéb  ekstrakt 10-krotnie zageszczony. Jezeli za-
geszczenie 10-krotne okaze sie niewystarczajgce, na-
lezy suchg pozostato§¢ rozpuscié w 0,5 ml chloro-
formu. Wtedy czuto$¢ analizy obnizy sie do
0,008 ppm. ‘

IV. Spektrofotometryczna metoda oznaczania afla-
toksyn

Odczynniki — jak w p. 1.

Aparatura i szklo laboratoryjne
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1. Spektrofotometr

2. Lejki Schotta G 5

3—1. Pozostale pozycje jak w p. I.

A. Ekstrakcja aflatoksyny

Ekstrakcje ze Sruty lub orzeszkéow prowadzi sie
jak w p. IC i ITAB tak, aby 1 ml ekstraktu odpo-
wiadat 0,5 g badanego materialu. W przypadku niz-
szej zawartoSci aflatoksyny (ponizej 8 ppm), osza-
cowanej wstepnie na chromatogramie -cienkowar-
stwowym, ekstrakt nalezy zage$ci¢ i uwzgledni¢ to
w przeliczeniach,

B. Sporzgdzenie chromatogramu

Na plytke o wymiarach 20 X 20 cm pokryta war-
stwa zZelu G o ‘grubosci 0,4 mm, nalozyé pasmo 2 ml
ekstraktu (odpowiada 1 g badanej $ruty) o diugoéci
okolo 15 <om, suszac strumieniem azotu. Umiescic
plytke w nasyconej komorze z fazg ruchomg — 3%
metanolu w chloroformie, Rozwija¢ chromatogram w
ciemni przez 30 minut, wyciggna¢ ptytke z komory,
pozostawié do przeschniecia na 5—10 minut i roz-
wijaé chromatogram po raz drugi przez 30 minut.

Plytke umiescié pod lampsg analityczng i w od-
legio§é 7—9 ‘cm od linii startu obrysowaé igla pasmo
aflatoksyny B; o diugoséci okolo 15 c¢m 1 szerokoéci
1,6—1,8 om. Je§li oznacza sie rowniez inne aflato-
ksyny, np. G,, nalezy zaznaczyé polozenie ich pasma
w promieniach lampy analitycznej. W przypadku
ekstraktow ze Sruty, w linii czola wystepuje inten-
sywna zielona fluorescencja ttuszczow, ktora latwo
odréznié od aflatoksyn.

C. Oznaczanie zawartosci aflatoksyny

Obrysowane pasma zeskroba¢ dokitadnie i przesy-
paé zel z zaadsorbowana aflatoksyng do lejka Schot-
ta. Malymi porcjami metanolu z pipety przemyé zel
na lejku ze spiekanego szkla tak, aby wyekstraho-
waé aflatoksyne zuzywajgc lgcznie 5 ml metanolu.
Zbierat ekstrakt do kalibrowanej probéwki umiesz-
czonej w kolbie ssawkowej. Ostatniag porcje meta-
nolu zebraé pod zmniejszonym ci$nieniem. Metano-
lowy ekstrakt przenie$¢ do kiuwety o grubosci 1 em
i odezytywaé ekstynkeje proby przy fali 363 1 420
my., Aparat wyzerowaé za pomoca redestylowanego
metanolu. ;

D. Obliczenie zawarto$ci aflatoksyn

D X M X 10°
E X 200

D — poprawiona ekstynkeja dla 363 mp  (Dsg—D )

M — ciezar czasteczkowy aflatoksyny

E — molarny wspélczynnik absorpcji

Wartoseli E (dla roztworéw metanolowych) i M dla

czterech aflatoksyn wynoszg (8):

= siezenie aflatoksyny (ppm)

Aflatoksyna E M
B, 22 000 312
B, 23 400 314
G, 18 700 328
G, 21 000 330

Uwagi ogolne

1. Opisane metody sa proste i dajg wysoka
powtarzalnosé wynikéw jezeli stosuje sie sta-
rannie przechowywane odczynniki wysokie]j
czystosci, dobrze umyte szklo i zapewni sie
doktadno$é wykonania analizy.

2. Jezeli po rozwinieciu chromatogramu
istnieja trudnosci ze zidentyfikowaniem afla-
toksyny B; mozna zastosowaé nastepujacy
test. Plytke spryska¢ 5% roztworem kwasu
siarkowego, wysuszy¢ i oglada¢ w $wietle UV.
Plamki aflatoksyny Bj, ktére éwiecity niebie-
sko przed spryskaniem, swiecg zielono.
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3. Poleca sie mnastepujacy sposéb mycia
szkia laboratoryjnego. Szklo umyé mnajpierw
dokiadnie roztworem detergentu, zanurzy¢ na
kilka godzin w alkalicznym roztworze (NaOH
lub NayCO;), spluka¢ dokladnie woda i zanu-
rzy¢ w kwasie siarkowym lub solnym, na-
stepnie 6-krotnie pluka¢ wodg biezgeg 1 3-
krotnie wodag destylowana.

4. Ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ afla-
toksyn i mozliwos$é ich wchlaniania sie rézny-
mi drogami, nalezy zachowaé¢ daleko idgce
srodki ostroznoéci zaréwmno podczas wykony-
wania analizy jak i mycia szkla.

5. Sprzet i naczynia dezynfekowaé¢ nalezy
5—6% roztworem podchlorynu sodowego
(NaOCl, Natrium hypochlorosum) pokrywajac
calg skazong powierzchnie. Kontakt po-
wierzchni z roztworem musi trwa¢ przynaj-
mniej 30 sekund; dla pewnosci sprawdzi¢
lampa UV skutecznosé¢ odkazania. W przypad-
ku zwigzkdéw, ktdre nie mieszajg sie z woda,
poleca sie mnajpierw odkaza¢ podchlorynem, a
nastepnie zakwasi¢ 6 N kwasem solnym. Szkto
laboratoryjne wystarcza umyé¢ jak podano w
p. 3 albo chromiankg. Do dezynfekeji rak
mozna stosowaé réwniez 5% roztwor podchlo-

NOTATY Z

JAN SZYMCZAK
Boniewo

OBSERWACJE WLASNE
NAD WYSTEPOWANIEM
ROZPOZNAWANIEM I LECZENIEM
ZOLTACZKI POPORODOWEJ U KROW

W dniu 26.7.1966 r. zostalem wezwany do chore]
krowy — wtasnos¢ pracownika C.N.O.S. — w miejsco-
wosei S. Ze wzgledu na duzg ilo§¢ zgloszen w tym
dniu, zgloszenie zalatwiono nastepnego dnia. Okazalo
sie, ze w dn. 26.7.66 r. wypadek ten zatatwil lekarz

Z sgsiedniego rejonu — o czym mnie nie powiado-
miono — stwierdzajac pourazowe zapalenie czepca.
Wilasciciel zwierzecia stwierdzit, ze &krowa juz

jest chora od czterech dni.
niej - obrzek wymienia. Wezwany technik wet. za-
stosowal masé¢ penicylinowa w tubach do strzy-
kow oraz ma$é kamforows do rozcieran wymienia.
Takie leczenie nie poprawilo stanu zdrowia krowy, a
ponadto krowsa stracita apetyt. Wilasciciel telefonicznie
wezwal lekarza z sgsiedniego rejonu, ktéry zbadatl kro-
we, udzielil pomocy i zalecit obserwacje. Obiecal przy-
jecha¢ 1 przeprowadzi¢ operacje na obecno§é ciata
obcego gdyby mie nastapila poprawa u krowy. Po-
prawy rzeczywiScie nie bylo. Zbierajac dalej wywiad
dowiedziatem sie, ze krowa wycielila sie przed 18
dniami, pordéd byl normalny, okres poporodowy bez
powiklan (tozysko odeszto samo w kilka godzin po
porodzie), apetyt zachowany, wydajnos¢ mleka dobra.
W okresie choroby zauwazono, ze oddawany mocz
mial barwe ciemno-brunatng. Stan zwierzecia byt
od dtuzszego czasu karmiona zielonym stonecznikiem

Poczatkowo wystapit u
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rynu sodowego a dla os6b wrazliwychena ten
zwigzek poleca sie mieszanine w roéwnych
ilosciach 1% roztworu mnadboranu sodowego
(NaBO,, H;0,, 3H;0; Natrium perboricum)
i 1% roztworu wodoroweglanu sodowego
(NaHCO;, Natrium hydrocarbonicum). Przy
przypadkowym mapiciu sie roztworu afla-
toksyny powyzej podang mieszanine mozna
uzy¢ do plukania jamy ustnej.
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PRAKTYKI

cietym na sieczke (tak samo zresztg
bydlo w oborze).

Stan obecny: Krowa czarno-biata, 6 lat zbudowana
dobrze, miernie odzywiona, $rednio utrzymana. Temp.
wewnetrzna 38,8 stopni C, tetno 90 uderzen na minute,
oddechy 32/min. Krowa smutna, nie reaguje na oto-
czenie, oddechy utrudnione, brak apetytu, brak zujki.
przy nawracaniu wyraznie chwiejna. Widoczne blony
Sluzowe zazodlcone. Zazolceniem objete sg partie skory
na wymieniu i po przysSrodkowej stronie ud. Tempe-
ratura skory nieréwnomiernie rozmieszczona, zwacz
miernie wypelniony, dostepne badaniu wezly chlonne
bez odchylen od normy. Przy opukiwaniu pole stiu-
mienia watrobowego powiekszone. Ruchy zwacza
zwolnione 1 ledwo slyszalne. Probny upust krwi
wykazal, ze krew jest rozwodniona, nie krzepnie, a
wylana na piasek wsigka w niego bez reszty.

Rozpoznanie: krwiomocz poporodowy. W leczeniu
zastosowano: 1) Ferrodex 10 — (im.), 2 Calcium bo-
rogluconatum 1 but. (i.v.), 3) Calphosan 1 but. ({i.v.),
4) Glucosum 20% — 500 — (iv.), 5) Cardimid 10,—
(im.). Ze wzgledu na ciezki stan krowy w dniu 28.7.
66 r. ponownie podano: 1) Ferrodex 10—2) Coff. n.
benz. 20,— 3) Ceromangan 20,— 4) Calc. boroglucona-
tum 1 but. Przy ponownym podawaniu lekéw krowa
juz byla weselsza, zaczela przezuwaé, mocz stal sie
jasniejszy, zaczela troche jese.

Jak wynikalo z meldunkéw — w ciggu 7 dni krowa
wrocita do zdrowia i dawala mleko w takiej iloSci
jak przed zachorowaniem.

W podobny sposdb na przestrzeni od 1962 r. do
1968 r. leczylem z pomySlnym skutkiem 7 sztuk
kréw. Osma krowe — mimo leczenie — zmuszony
byltem skierowa¢ do uboju z koniecznosci. Dwie na-
stepne ze wzgledu na zbyt pdine wezwanie — wystg-
pilo juz zaleganie — bez leczenia skierowalem do
uboju z konieczno$ci. Wszystkie wypadki tego scho-

jak pozostale



