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Frzydctność metody toluidynowej do oznlczonifi
zowe]rtoŚci loktozy w mleku krow

z zespolu Plzetwófst\va i oceny surowcóW zwierzęcych Instytutu Hodowlii Technologii Produkcji zlvierzęcej AR w Krakowie

odztraczanie złlwał:tości laktozy w mleku
krów jest często rvykonywane w laboratoriach
przemvslu mleczars,kiego or'Jz spożyrvczego, a
ostat,nio z,nalazło rół,nież zastoso,wartie rv diag-
nostyce stanów zapaln;vch wymienia. Poziom
Jaktozy ,w mleku jest zdanienr Retrnera (7)
miernikienr stanu zdrowotneqo wymienia i nloż-
na go stosować jako tesL diagrrostyczny.

stosorł,ana dotyclrczas do ozrraczania zawar--
'rości laktozy w mleku redukcyjna metoda Ber-
tranda (6) jest bardzo czasochłonna i dość
kosztowna ze względu na duże zużycie odczyn-
ników. Analizatory autoinatyczne typu IRMA,
Mini-IRNIA lub Milko-Scarr z powodu wyso-
kiei ceny nie są jeszcze rv łraszych labołato-
liaclr powszeclrnie dostępne. W związku z tym
istnieje potrzeba wprorvadzenia szvbkiej, clo-
statecznie dokładnej i taniej nnetody oznacza-
nia zalvartości laktozy rv mlekłr krowim.

Warunki te spełniają me,todv foto,metrycz-
rre. Są one oparte o pomiary ekstvnkcji l:arrv-
nego prod,uktu konclensacji glukozy z o-tolui-
clyną w środowisku lrwasu octoweg,o lodowate-
go. Reakcję kondensac.ji z pielwszorzędowynri
amiłrami aromatycznymi, z których najodpo-
wiedniejszą okazala się o-toluirlvna, tvykorzy-
stali do oznaczania zarvartości glukozv w pły-
naclr ustrcjowyclr Ek i Hultman (2) ot,az Hult-
nran (3). Metrrclę tę stosuje się do dziś w la-
boratot,iach klinicznych (1, 4, 5).

Steiger i Schulze (B) przystos,owa]i tę meto-
dę do oznaczania laktozy w małych próbkach
m].eka np. u loch i dr.oibnyoh zlvierząt 1abo-
ratoryjnych, po zhydr.oliz,owaniu 1aktozy do
glukozy.

P,r,aca rriniejsza nriirlłr na celtt zbadanie nr,oż-
liwości ztrst,osowania metod,y tołuidyrrołvej do
5el,)rin.vch clznaczeń zarł"artości 1aktozy w rnle-
kl,t krór.r o1-az splatrcl_zenił jej dok1;,]ncici
i portłtarzalrrości.

Materiał i metod}.
w 170 próbl<ach pełnego mleka l<rovrieqo oznaczo-

tlo zarvartość laktozy równ,o1egle metodą redlrkcyj-
na Rertranc]a i meto,dą toluidvnową. W 85 próbkach
(rvariant A) stosowano metodę tolr-rid],ncrvir lvedłuq
Stei,{e|a i Schu]ze (8), a_ rv p,ozos,talych 85 (r.lariant B)
zrviek"zotro 5-kro nie ilość mleką oraz r,vszvstkich
sto"o.i.arryeh odczynników. 'W lvaria.ncie B chodziłoo zrviększetlie dokładności ozlraczan,ia 1aktozy. Więk-
sza ilośó nrleka pc.łinna dać zmniejszenie sie błędu
1lomiaru ol'az {zasll lv]ikonania cznaczenu]a,. grJyż ła.'l-
rviej jest odm:erzyć l.;ieksza prólrkę do analizy. Przy
bade,niu m]eka krów róbl<i nie od-
I'rvr,,,a rvickszej roli. W coc]ano w na..
iv,iasa,ch zmc,clyfikowane i cCcz.vnn,ikór,.;
rv meiodz]e określonej jairo rvar.iarri ts,

1x,lp]q 1rl|1$1r7ft6lyy eraj lt 0
ml) 3'i6 w/v 

' róich o
nikrcpipetą po (lub

ka i po rvymieszan,iu od$,irovy.,va;-,o st::acone bia,łko.
Do oznaczenia zarvartości lal<toz], tlżvllrano 0"5ml kla_
I'oĄ'{jne-ą,o płyllu zna ,Do ś.]epej próby użyto
1.0 ml (ltlb 5,0 ml) trójchlorooctorrle{o i 0,02
nr1 (lirb 0.1 ml),w ylorvanej. a c]o kont,ro].-
:r,.,i 1.0 ml (lub 5,0 nrl) klvasu tl.cl jchlolooctolłlego
i 0.02 (lub 0,1 nrl) 50ló roztworu che:nrricz,nie ezysiej
)aktozy. lvy"uszonej w tempererturze ł105oC, w 0.296
r.:o ćl l ym r o zŁ,łł o r ze l<rł,a s,u benzo eso1rzggo.

Dal"zy tok pc:,tęporvania jest dla obu r,,la;:iantó"r,,
.jed do labclralc,ryjnych
1loi 15 po 3.5 ml od-(_,ży ]rlir_l klarc,"vnego nły-
ntr znad os:adu p.o cdrvirolvaniu z ]<tlrasei-n trójchlo-
rcoctołv1,6.

Odcz5,11ni,1. tollridytlor,ł,1, sporządza,no w następu_ią-cy sposób: rv g40 rn1 kwasu octorveso Iod,o.łatego
rozDuszczollo 1,5 g tiomocznika i d,odano 60 ml o-
-toluidyny. Wszy ne odczynniki muszą
być cz. d. a,. sz gę należy zr.vrócić na
czvito,ść,i śr,.lieżoś

Po sk
bówki o
l<tórej rze
dzano zie
statyrł 20

,'j i E lr\\i],;u tróJchIorloctoiltrg0 w 1lJ ITI] rc,utii,oItt,
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cję przy pomo,cy spektrofotornetru Spekol, bez przy-
stawk,i, przy dłu,gości fali 635 mu w kiulvecie o gru-
bości 1 cm.

prrlccntołvi1 zawartość Ialetozy rv mlekl.t obliczono
\§/g wzoru:

|lil lirlrtr;zy : -

połlntarzalność metody ą;rarvdzano rvykonując po
żC rórvnonegłych oznaczeń dla trzech próbek mleka.
l)la uzyskany,ch wynikórv obliczono średnie, odchy-
letlie stairdardowe i współczynnik zrnienno,ści.

Dla obu rvariatrtórv dośr.ziadczeiria obliczono \vspół-
czynnik lrorelacji pomiędzy za,rvartośc,ii1 laktozy ozna-
czoną metodą Bert,randa i toluidy-,nolvą.

Wyniki
Srednia zawaltość laktozy w 170 pr,óbkach

mlelra oznaczona rnetodą Bertranda wynosiła
4,680/o, a metodą toluidynową 1,600lo. Metoda
Bertranda dała wyniki wyższe o 0,0Bło.

Tab. 1, Wyniki oznltczeń trzech próbek nrleł<a (n:20)

Nr próby I X J,-

1,3896
1,1 1 

0/ł

1,79ł10

otjjaśnieuia: x * śrcd[ia, 1$ -= odClrJJlenie stail{lilfc1olvc, V:
$,§pólczynnik zmienności.

Współczynnik korelacji pomiędzy oznacze-
niami zawartości laktozy uzyskanymi metodą
Bertranda i metodą tolł,ridyłrową wynosi dla
wariantu A r: +0,874+ 0,014, a dla wariantu
B r:+0,930+0,015, Ptzez pięciokrotne zwięk-
szenie próbki mleil<a uzyskano rvięc zwiększe-
nie wartości współczynnika korelacji o 0,056.

V/ysoil<a wartość wsipółczynnika korelacji p,_,-

zwa]a na s,twierdzenie, że metodę toluidynową
moż,na z powdzeniem zastosować w praktyce
laborator5,jłrej zamiast pracochłonnej metody
redukcyjnej Bertranda. Jest ol]a znacznie tań-
sza, ponieważ zużycie odczyrrrników, któr.e są
dostępne w kraju, jest niewielkie. Należy jed-
nak zwracać uwagę na czystość odcz5łnników
i śr,viezość roztwo,ró$,. Rozpoczynając badania
metodą tollłidy,nową nałeży ją sprawdzić me-
todą redukcyjną Bertranda or-az kontrolować
nią każdorazowo przygoto,wy\vany wzorcowy
lozbwór laktozy.

Wnio ski
1. Wysoka współzależność wyników rtzyska-

nych metoclą tol,uidyno,lvą ol,az metodą Ber-
tranda wskazuje na pełną przydatność metody
toluidynowej do seryjnych oznaczeń zalvat,-
tości laktozy rv mJeku krowim.

2. Niska wart,ość współczynnikir zmienlrości
wskazuje na dużą drlkładność i por,vtarzalność
:netody toluidy,nowcj.

.3. Zwięliszenie arritlizorr"arryr:!i Dr,ł_illek ttlle-
lra d,_, (). |_ r-rr1 z:rr,iĘ,iisz;.l r|,.ilłlac]nrlsri: i .qi:ł", ll]._t l;jr',

{)ZiacZF,rl.
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flopa71:lłru 3.. Carł1.lqlta;r fl. * lltrułr,oglrtlłrr, Tfi.]I},r!Alt-
HoBoro MeTo/|a AJrrI cllFelle.rle(!l!rl c(|Aep}r{}llurl Jlax,ro_
3LI B I{opoB!,eM MoJIoxe.

Ilponełr rlcc JIeAcBaFIrtE no rlpulvle T,]cIlIjIo To j1.\,rtlll.t1]o -
}]oro MeToAa CnpeAeJIeHfiE rJIIoKo3],I B opraHuqecKr{x
xtrl,qKo cT"ax AJIfi onpe.qe JIeHrjfI coAepx<aHI4E I]4Apo JIr{3o-
saHIło]ł JTaKTo3bI B I{opoPbeI{ MoJIoKe. Cpaenreanlł
rrpoqc]]Tlłoe coAepxaaulle JIaKTo3I;I e 170 npoGax lro-
,noKa, onpeAeJIeHHoe BoccTaHoBrlTeJI6HFJII{ !!Ie TcAol\r
BepraHa IĄ TaIIyvnylHoBbIM lleToAol\{, r! noncr]I4Tan]4
rorcPQrl,rqr e H T Koppe JIfl I] ]4rr MeNi,qy Be "rTI4qi{H aMIł, no JIy -
LIeEHbr]\I]ł o5euvu }ł!€To!3l,{I4. [łx onpe4eleHr{fl BJlI{fl-
IlIlE IJeJI]4rIlHu npo6r,r Ha ToqI{ocTT] p€3yJTbTaToB onpe-
EeIIWJIW eoAepx<aFIr{e JIaKTo3bI To.rly]4,r]4HcBLt},,I MeTo-
]Io[I B AB]/x BaprłaliTa\ (no 85 lrpo6 s xax<no\ł), no;r-
Beplafl aHaJIT43-/, rro 0.02 lł 0.1 uł }łoJIoKa. P,cct pe.rl,t-
.llrulr npo6l,r yBeJlJ,!tII1JI TotlHoCTl cIlpelcJlcII11r,"r. tsIJIpa-
}t{aloIllvlocrI B pocTo xosóńrll1ilelITa I(oppe J-lrI],ILrl-t c
0.f]74 1_0,014 ,lo 0.930 :]:0,Ci5. }Ilt:roc ..]iiltq0I1LI{, łiolc|;t|>:r-
rll{e11,1,a ]t3lleII1I.1.1BccTl,{ )Iia:]},ruacT tla 60,1tt,rtt5,1r; 1j,1:
IIccTb ].1 lloBTopne\(ocTIJ 1,oJIyIlA14o1]o13oI,o l,,1C)TL1l,jii.

Pc;i,ttclzisz Z., Sarr icl<:r ,I. -- 'Tlrc ustfrrltrtss of lclui-
clilre nretlrorJ f or cleterrrrini,ng lat6o:lc etlrrtclrt in corv
rnilk.

'fhe exanrina,lion_s rł,ere llelfłllmełl to u_se tcllrtidinc
nlethclcl appłied for deterrrrittin q clf glucose i n t i,ssiłe
fltrids fcr lactose content estinration in nilk. The
per cent content of lactose in 170.s;lnlr*-l.es oI mil]<
lvłrs establi_shed bv mea_ns ol' Bertrand's anrl toluidine
lnet],tods. The ,content of laetose rvas calclrlated <ln
the basis of trvo kinds of samples, i.e 0,02 ancl 0.1
ml ill 85 mill< specimens. The increased .size of satn:
ples leslrlted in higher aactlfae_ł,: coi,r,elation index
rvas changecl f]rolrr 0.B74t0.14 to 0 930+0.015. The da-
ta o, tained noint tc hil3h accitracy and repea,tability
of the toluidine rnethocl.

WILLIAMS J. M,, SMlTtI G, I.,, MUPiDOCK F. M.l
lnrrnlrnogcnrrość lraktgryrry Elaemophi!rrs sornnds t!
b_vrlia. (Ilrrmunogcnicit_l.,, of llaerrrophilus sorrrnus bat-
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Haemonhi]trs somntls rr,,vtrłlłtt,ic rr łrllclłir lrlenin-
goelrcephalitis Ir_rb posocznir:ę. Właści.łości irnrnltno-
genile szczepionki onartei o H. somnu.s nrzebadano na
cieletach szczepionvcl-t domięśniolło, jednorazorvo 1ttb
clrvuklotnie w odstęoie 14 d.ni, Szczepione sztuki za]<a-
żorro dożvlnie zjadlirł,ynr szczepern po 22, 30 tub 95
c]lriach lub clo cisterna cerebellomedularis llo 14. t}2.
94 lub 111 drliach po szczepieniu. Wszr,stlrie cieltlta
szczeniono były odpollrel rra zakażenie doż.llrre tniędzv
22 i 95 dtliem prl szczepienitt, I] Bt|0/o cieląt szczepir l-
trrzclr dwukrotnie i zakażonych clo cistel-na cet,ebellotne-
tlullal,is. nriędzv 14-111 dnienr po szczcpietriu \i/ystę.
1lorłrała solidlrł odporność, W ocenie orlporirości Dtl-
szczcl;iennei bilrdnl pl,zvclltnv rlliazal sie odczyn lll,e-
t:l,pil;reii tlr,l'tt:ł} jtlL:i rł, że1l_t ,/,, rozDL1::1,c7.il lnvrrr ltntr.!t,-
ltę:ttl FI l;cl!!11I!lli, 1.Ąls;li,alIlrit: tjr:lł;,llł, !.iól,i,1|l ;,Ill L)\\ il,,:
'r il11t ,,,,lr-:,,lii,- i.-: ll,,a1;;j]., r_!,r,ll lll!,,'I i ,)1ł1-.1l1ł1:,,1 j
!lr,,|)\'] l,,,,'|11, 1,1 11_o

ci.


