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Iloc;reydoftrrrrc
IloMeprl. BBI3BaEH6Ie nap&3IlTaMII y KpyIIHoro poTaTol,o
cKoT& B Eenocroqxou BoeBoAcTBe.

7lccłe4oranrł 3 rpynnrr no 500 uITyK KpyIIHoro
poraToro cKoTa: I 

-TeJIETa, 
II - uoło4e>x, III -sspocłuż cxor. B I rpynne qaułe Bcero o6uapyxlt-

Banrr napa3rlTa Dictyocau]us viviparus (7,B%) s cnsgr,I
c qeM fioABeprrłr xorłSr{cKaTe 10 r<r łerxzx TeJIffT.
Bo II lpynne qaule Bcero rraxo4wllu ilapa3ilTa
Fascio]a hepatica (2L,4Vo) Ho caMble 6onru:ze noMepl4
BbI3bIBaJI ór{HHo3. O6rrple lIIoMepI4 s sroż lpyflne
paBnfiJl]4cb 12.472 3J1. B III rpynne, B3pocJloro cltoTa.
qallle Bcero noffBJIflJIca napa3ilT Nernatodirus (20,6Yo),
a caMble 6olgurue IIoMepl 6rrłz gsr3garrrr $zrłxo-
3aM; IIoMepr g Brorź rpynrre - 21.500 sr. Odrqrłe no-

cłey6ożrrrre IloMeprr sa 1 ro4 a Eeuocroqrolr Mgco-
xonł6rłrraer ilo nprrrlr{He rrapa3r{ToB ,{ BbI3BaHHbIx uMvI
rłguerregzft paHflJlr{cb ox, 1,692.064 sfi.

Wailkowiak E., Alelksandroiwsil<a I., .Ąndrrulewicz T.,
Iwanowski E., Kawelicz M., NietupsĘ M., Śmiecho-
wircz J., iwityk A., Zieliński E. - Post slaughter losses
caused by pa,rasites occuring in cattle in the Bialy-
stok vo,ivodship.

The exalmination has been carried out o,n three
group§ of cattle: I-calves, Il-y,oung cattle and III-a-
dult cattle. The each group consiste,d of 500 anirnals
ori,ginating from the Białystok voivodship. In the I
group Dictyocalulu§ viviparus was one of the most
prevelent pa,rasites (7.B7o). Consequently it was ne-
cerssary to liquidate 10 kg of ,calt ]ungs. In the II
groulp the liver fluke was the most often parasites
observe,d (2L.4ło), but the heavost lo,sses were caused
by cysticercolsis. The general losses due to the above
parasites in that group were 12472 zł. In the adult
cattle the most prevelent parasite was Nematodirus

- 20.60h. A1l the same the greatest losses were cau-
sed by ciŚticercosis. The Iosses caused by the parasite
reached 21 500 zł (III group). The post s,laughter los,ses
in ,cattle due to parasites were 1 6,92 064 zł per year in
the Slaughter House in Białystok.
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Oznaczanie histaminy w płynie żwacza przy uzyciu

Spośród licznych metod służących do ozna-
czarr^ia histaminy w pĘnach ush"ojowych
i tkankach tylko niektóre nadają się do ozrra-
czania teg,o z,wiązku w płynie żwac:za (12) a
więksaość z nich stosuje się jedynie do ozna-
czeń jakościowych lu,b orientacyjnych ilościo-
wych. Najczęściej stosowaną jest me,toda bio-
Iogiczna (1), oparta na zjawisku kurczenia się
wyosobnionego wycidka jelita biodrowego
świnki morskiej pod wpływem histaminy. Nie-
dogodnością tej metody j est duży koszt, trud-
ności techniczne w wykonaniu oraz fakt, że
rł, przypadku małych stężeń histaminy w Toz-
tworze pewne sub,stancje jak np. duże stężenie
soli mogą hamowaó skurcze jełia. Metoda chro-
matograficznego tozdziału histaminy (4) cechu:
je się dużą pracochłonnością - wymaga bo-
wiem wielotkrotnego rozwijania w ro,zpuszczal-
nikach.

Obecnie najczęściej stosowana bardzo czuła
i specyficzna metoda fluorometrycznego ozna-
czania histanr,iny (6) wymaga zastosowania
ba,r,dzo drogiego i trudno dostępnego na r}rnku
krajowym fluorymetru. W dostępnym nam
piśmiennictwie znaleźliśmy kilka prac (5, 7-12)
doty,czących powstawania, przemian i oznacza-

llatedra chemii Fizjolo8icmej wydziału weterynarii
wsR w Lublinie
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nia histaminy w płynie żwacza, nie napotka-
Iiśmy jednak takiej, w której oznaczarria hista-
miny opierałorby się na ele'ktroforetyczny,m jej
wyosobnianiu.

Elektroforetyczny rozdziaŁ histaminy z mie-
szaniny aminokwasów przeprowadził Wroński
(15). Badania swoje wykonał on wyłącznie na
mieszaninie aminokwasów zawielającej dwu-
chlor,owodorek histaminy z lwzględnieniem
wpływu niektórych soli nieorganicznych na wa-
runki eieiktrof oretycznego r,oz,działu.

Celem niniejszej pracy było zaadaptowanie
meto,dy do ekstrah,owania histaminy z płyna
nłacza, wybór odpowiedniego sposobu zagęsz-
czania Toztworu do nakraplania, dobór właści-
wego buforu i parametrów (napięcie, natęże-
nile, temperatura, czas itp.) - czyli oplacowa-
nie odlpowiednich warunków mających ist,otny
wpływ na proces elektro,foretycznego rozdzia,
łu histaminy z płynu żwacza.

Oznaczenie zawartości histaminy przeprowa-
dzono w roztworach wzorcowych o zawartości
1 lrg w 1 rl1 i płynie żwacza zdrowej krowy
stosując biufory o następującym składzie:

b,ufor o pH 5,7 - pirydyna, kw. octowy lo-
dowaty, glicerol, woda, (100 : 10 : 10 : BB0)
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b,ufor o pH 5,2 - pirydyna, kw. octowy
lodowaty, glicerol, woda, (25 : 15 : 10 :950)

bufor o pH 1,9 - 2n kwas octowy, 0,6n kwas
mrów|kowy, (1 :1)

bufor ,o pH 1,5 - kwas octowy lodowaty,
kwas mrówkowy, woda, (200 :60 : 740).

Elektroforezę wysokonapięciową (EWN) wy-
konano aparatem AEA produkcj,i Instytutu
Technologii Mleczarst,,o WSR w Olsztynie.

Materiał i metody
1. Ekstrakcja tristaminy z płynu żwacza.
Treść żwacza pobierano sondą, sączono pta.ez Eazęi wirowaao przez 5 min. przy 3000 obr./łnin. Wydzie-

ienie histaminy przeprowadzano §v taki sam sposóbjak przy metodzie Shore (6) - 10 ml płynu żwacza
wytrząsano z 1 mI l0 n HClOo przez 10 rnin., a na-
stępnie wirrowa,no _ 10 rnrin rprzy 3000 obr./min. Su-
pernatant zlewano do probówki w której znajlflgry"1o
się 3 g NaCl i 1 mI 5n NaOH, nastęlrnie dodawan,o
20 ml n-butanolu i wytrząsano ptzez I0 minut. Po
odwirowaniu frakcję butanolołvą odciągano i odparo-
lvywano pod zmniejrsaonym ciśnieniem ,w kołbce
Cleysena (tem,p. 38--{9oc). Suchą pozostałość roz-,
puszczano w 0,5 ml wody redest. lub w 0,5 ml
buforu.

2. Nanoszenie badanych roztworów i iozwijanie
elektroforegtramów.

Przygotowany roztwór nanoszono specjalnig dosto-
so\Manymi i wykalibrowa,nymi pipetkarni, na wilJ
gotny pasek bibuły 'Whatrrnan Nr 3 o wymiarach
8 X 38 cm, w p,ostaci 'cienk,ich kresek długości 1,5 cm.
Linda startu znajdowała się na 1,5 cłrn
od jego brzegu. Bibułę zwi]żan bufo-l
rem, a następnie sto,sując ustalony metodą prób stały
nacisk, przepuszczalro ją rniędzy dwo,ma walcami, co
miało na celu utrzyrna,nie równomiernej wilgotności,

Elektnoforezę prowadzono stos,ując w zaleźności od
użytego buforu odpowiednio ustalone parametry na_
pięcia, czasu i temperatury. Przy dającym najlepsze
wynilri buforze o pH 5,7 stosowano: napięcie 32Vlcm
długośoi, ok. 3 mA/cm szeroil<ości, czas rozwijania
20 mLin. temp. o,d 11 do 12oC.

3. Suszenie elektioforegyamów i wywoływanie (3, 13),
RozwinLięty elektrońoregralm umocowany był między

dwiema szklanymi bagietkami w ten s6losób by część
paska na ktorej znajdowała się his,tamina była na
dole. Suszono strurnieniem powietua o terrrp.
35o-40oC aż do całkow,itego odparowania buforu. 'Wy-
woływanie odbywało się plzez zanurzenie paska
w 0,57o acetonołvym rońworze ninhydryny zawierają-
cym 17o kwas,u octorvego a następnie przeciągaŃe go
zgodnie z kierunhiem 'rozdziału his,tarniny. Po odpa-
rowaniu acetonu elektroforegrarn pozostawiono przez
30 nlin. w terĄp. 65oC. Uzyskiwano baxwne plarny bę-
dące produlktem reakcji ninhydryny z histanainą.

4, Oznaczanie jakościowe histam,iny.
Ide,ntyfikacj ę histarniny przą>rowadzono następują-

cymi metodamri,. L tzw. ,,rne,toda świadka": obok bada-
nego roztworu nakr,api.ano równolegle wzcitcowy toz-
twór histaminy, lub dwuchlorowodorek histaminy
(1 pglpl) i po rozw,irlięciu .elektroforegtamu plzą)ro-
wadzono identyfikację obu pl,am, II. Dodawaniem do
badanego rońworu, histarniny wzorcowej i poiówny-
waniu nasienia barwy frakcji histarninowej frakcją
uzyska,ną z tej sarnej ilośoi bada,ne,go roztworu nie
zawiefająceg, jednak dodatku histamliny wzorcowe;.
III. Użycie niżej podanych o,dczynników dających z
histaminą reakcje barwne, lub powodujących jej świe-
cenie w śvrietle UV 365 nm.

a) 0,5% acetonowy roztwór ninhydryny zawierający
1% kw. octoNve,go.

b) 270 mg ńnhydryny, 130 mg izńyny,2 ml trójeta-
noloaminy, ad 100 ml n-butanolu.

c) 020h roztwór ninhydryny w 95 ml metanolu
* 5 ml 2-4-6 kolli,dyny.
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d) 1,2 naftochinono 4-sulfonian sodowy.
e) Kwas sulfanilowy dwuazowany.
f) Odczynnik aldehydowy Erlicha.
5. Oznaczanie ilościowe his,tanr,iny.
Oznaczanie ilości,owe wykonano wg zaadaptowanej

.metody ilośoiowego ozlaczania arninokwasów podanej
przez Zajcewą i wsp. (16), Poiega ona na wycięciu
barwnych plam i ich eluacji w 4 ml metano],u z azo-
tanem rrl,iedzli (w 500 ml metanołu 0,2 ml nasyconego
wodnego roztworu azotanu miedzi), Czas eks,trahowa-
n,ia 1,5-2 godz. Pomiary były dokonywane przy uży-
ciu spektrokolorym,etru Spekol, ptzy długości f ali
500 nrn.

s,tężenie histaminy wyliczono z krzywej lłalibra-
cyjnej sporządzonej dla wodnego roztworu histaminy
(stęż. 1 pglp.l) od 1-10 lg. W celu sprawdzenia me-
tody wykonano 10 oznaczen zawartości histaminy w
toztwotze w-zorcowym zawierającym 7 p,glp,L, otaz
wykon,ując 10 oznaczeń w płynie żwacza kl,iniczn,ie
zdrowej krowy.

Wyniki
Otrzymane wyniki zhliżone były do wyników

otrzymanych przez innych autorów (5, 7-L2)
stosujących różne techniki ilościowego ozna-
czania histaminy w płynie bwacza. Dokładność
otrzymanych wynitków spraivdzono obliczając
błąd max., odchylenie standardowe (ó), rnien-
ność (V) oraz odzysk - które to wartości zesta-
wione zostały w tab. 1.

Tab. 1,

od-
zysk

płyn żwaczai ps/-t l si | ąJ I o,rłz| a,az I s,at| anl

omówienie
Przy pr,zeprowadzaniu oznaczeń jakościo-

wych i ilościowych histaminy w płynie żwacza,
najlepsze wyniki otrzymano stosując bufor
o pH 5,7, natomiast rozdziały w pozostałych
buf,orach a ,zwłaszcza o pH 1,9 i 1,5 dały wy-
raźnie gorsze wyniki. Ponieważ brak było da-
nych co do odczynnika z którym histamina da-
v/ałaby odpowiednio czułą reakcję barwną -po,trzebną do ilościowego jej oznaczania, tr)rze-
prowadzono próby z kilkoma oCczynnifl<ami słu-
żącymi do wykrywania amin (3) (podanymi w
części doświadczalnej ).

Nie stwierdzono jednak aby którykołwiek
z r'ich był bardzńej czuły w reakcji barwnej
z hista,miną niż ni,nhydryna. Badany płyn uży-
ty po zagęszczenbJ do nakraplania musi za,Jvie-
rać histairninę w stężeniu powyżej 1 łg w 10 wl
Ioźworu. I1ość ta podyktowana jest czułością
Teakcji histaminy z ninhydryną, il<tóra to wg
Wrońskiego (15) wynosi 0,1 plg/10 mm2. Osiąg-
nięcie odpowiedniego stężenia histaminy w iba-
danym płynie pociąga za sobą konieczność
kilkunastokrotnego zaeęszczania go. Dlatego
też przy roztworach zawierający,ch stosunkowo
duże ilości jak np. płyn żwacza wystarczające
jest 2O-krotne zagęszczenie (w kolbce Clayse-
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na), natomiast przy zagęszczaniu surowicy, lub
krwi zawierającej bar,dzo małe jej ilości na-
Ieżałoby zastosołwać specjalną aparaturę jak
np. zes,taw Kundera-Danisch (14) dający mażLi-
wość wielokrotnego zagęszczanta, Szybkość za-
gęszczania uzależniona jest od temperatury
z tym, że w środowisku kwaśny n zapewnia-
jącym dużą trwałość histaminy może hyó uży-
ta ternp. 70"C (3), podczas gdy w śro,dowisku
obojętnym stosuje się terrrp. poniżej 40"C. Wy-
kładnik jonowo,dorowy pH wywiera istotny
wpływ na elekroforetyczny rozd:ział badanyclr
substancji. Lepsze wyuril<i osiągano przy roz-
dziale z rożtwol1w obojętnych niż kwaśnych.
Tempera:bura tozdziałv lM naszym przypadku
wynosiła 11o-12oc, Ponieważ rozdział amino-
kwasów nie był celem naszej pracy, czas ana-,lizy skrócono rfl6 20 lmin., po którym to okre-
sie histamina wyraźnie o,ddziela się, podczas
gdy aminokwasy dopieto zaczęły się roz,dzielać
(widoca:e dwie lub trzy frakcje ryc. 1).

Ryc, 1. Elekttroforegtdm z tozdziału t zwacza
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Ilołropcrrł 3., Tpyx,rrlcrtcxrł E. - Onpegeleutle ulcTa-
§IrIEa B rł§fAKocTlr py6Ęa npn llououłrł BBIcoKoBoJIbT-
fioro gJlel(Tpo$opeea.

IzcraIrłtlrr I43 x<rłAKocTvI KIIyI:era.7,ecKm s4opoeoż xo-
poBLI glrcTparilpoBaJll{ TIo npr{ciloco6łerrrromy x srort
,laAaqe MeToAy Shore. l[ccłeAoBaHnylo )I{r]IAKocTb KoH-
qeHTpI4poBaJIu flpvl IIoMolIłu Bblnapr{BaHrłg B xon6e
Cleysen'a s 38-39oC. 9łextpo$opeTllqecKoe pac[pe-
AeJIf,,ĘIłe IIpoBoAr{JIIl B annapaTe AEA ote.łecrgerrłrofi
[poAyKqr{J4 Ha Srł.rrsrpoBa.rrsnoż 6ymare Whatman 3

ilpl4MeHf g llmpwąrlr'oByro dyóeprłyrc )KlAKocTb pH : 5,7.

3łertpo$operpaMMbl oIśpa[II4BaJIIl 0,5ola um:utwapr{HoM
B aIłeToHe c 10/o yxcycrroż xrc*otlr. Ąsetrrrre ópax-
Ąrlu 3IIylIpoBaJIIl MeTaHoJIoltł c 4o6asr<ofi so4rłoro pact-
Bopa a3oTHoKrlcfloii }vleiln fi ofipeAeJIflJII4 npT,l IIoNlo-
lqr{ c[eKTpoKoJIopŁMeTpa,,Spekol". Korłqerrrpa4łfio Eu-
cTaM]łHa BbIcqr{TbIBaJIrł ug rl.puBofi nołyuerrrroż 4na
BoAIloIo pacTBopa r]łcTaMr{Iła, Beprrocrs usłreperłnfi
npoBepffJlr! MeToAoM pereHepaqr{r{ a TaKx<e BbIclIrlTbI-
BaHr{eM MaKcI4MaJIbHoit oul;zólr.m (5,60/o), crarrAapTHolo
oTKJIoIieHr{.E @,L47 ) w I43MeHqtr IBo cTr (3,896).

Fomorski, Z., Truchliński J. - The determination of
histamine in the liquid content of rumlen by means
of high voltage electrophoresis.

The q,ualitatrive and quańita,tive deterrn]ination of
histamine in the liquid content of, ruł-nen of a clinical
healthy cow has been done by rneans of high voltage
ełectrophoresis. Histamine was extracted irorn the
liquid content of ru,merr acc. to the modilied method
of shore. The exarnined sołru,tion was concentrated
,in Cleysen's flask under lowered pressure (38-39oC).
The electrophoretic s,eparation w,as carried out on
Whatrnan's paper No 3 in pyridine buffer at pIł 5,7
by the use apparatus, ,uction, The
electrophero ere stai,ned ninhydrine
solution in with 1,00/ acid. The
sta.ined fractions were eluated wittr methanol with
water soltrtion of colpper nitrate, and determi,ned
spectrocol,o,rirnetrically on,,Specoi.". The concentra-
tion of histalrrrrine was calcutrated from a calibrated
,curve prepalred for waten solution of histamine, The
occuracy of, the result]s was checked on the strength
of recovery test (890ń), max rnal error (5.,60ń), stan-
dar,d deviation (0.14?) and laibility (3.B%).
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r. Ak - aminokwasi kwaśne, 3. Az - aminokwasy Zasado-
we, 5. IlW - hi]stamina wzorcowa, 2. Ao - aminokwasy obo-jętne, 4. Ha; - histamina z treści żWacza

Pr,zy wywoływaniu elektroforegla]mu s;toso-
wano ogrzewanie w tem,p. 65"C przez 30 min.,
Iub wzorując się na badaniach Blauth-Opień-
skiej i wsp. (2) (doĘczących \Mywoływania
chromatogramów barwionych ninhydrl.ną) po-
zostawiono je w ciomności na 72 godz. co było
o|kresem czas,u w pełni wystarczającym dla wy-
stąpienia barwrrrych plam. Bufory sporządzone
z doidatkiem glicerolu dawały większą zwar-
tość frakcji histaminow-ej. Przy identyfikacji
,,met, świa'd,ka" zalważo|na, że hista,mina czy-
sta użyta jako ko,ntrola ulokowała się równole-
gle z plamą wyodręb,nioną z badaneg,o płynu,
natomiast dwuch]orowoCorek histaminy prze-
suwał się wollniej.

Wnioski
1. Opisana metoda może być stosowarra do

jalkościowego i ilościowego oznaczaf-lia hista-
miny w płynie żwacza. Zaletami jej są: duza
s]pecyficzno Ść r ozdziału qz polu ele'ktrof oretycz-
nym, dokładność a jednocześnie łatwość wyko-
nania.

2. Ujemną stroną rnetody jest konieczność
wielokrotlnego zagęSzczania płynu w prz)rpad-
kach małego stężen,ia histaminy co wymaga
odpowiedniej apa,ratury i pIzedłuża czas anaź
7izy.

499


