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Przydatno$¢ metody toluidynowej do oznaczania

zawartosci laktozy w mleku kréw

Z Zespolu Przetworstwa i Oceny Suroweéw Zwierzecych Insiytutu Hodowli
i Technologii Produkcji Zwierzecej AR w Krakowie

Odznaczanie zawartosci laktozy w mleku
krow jest czesto wykonywane w laboratoriach
przemyslu mleczarskiego oraz spozywczego, a
ostalnio znalazlo réwniez zastosowanie w diag-
nostyce standw zapalnych wymienia. Poziom
Jaktozy w mleku jest zdaniem Rennera (7)
miernikiem stanu zdrowotnego wymienia i moz-
na go stosowac jako test diagnostyczny.

Stosowana dotychezas do oznaczania zawar-
tosci laktozy w mleku redukcyjna metoda Ber-
tranda (6) jest bardzo czasochlonna i dos¢
kosztowna ze wzgledu na duze zuzycie odczyn-
nikéw. Analizatory automatyczne typu IRMA,
Mini-IRMA lub Milko-Scan z powodu wyso-
kiej ceny nie sa jeszcze w naszych laborato-
riach powszechnie dostepne. W zwigzku z tym
istnieje potrzeba wprowadzenia szybkiej, do-
statecznie dokladnej 1 taniej metody oznacza-
nia zawartosci laktozy w mleku krowim.

Warunki te spelniaja metody fotometrycz-
ne. Sg one oparte o pomiary ekstynkecji barw-
nego produktu kondensacji glukozy z o-tolui-
dyng w $rodowisku kwasu octowego lodowate-
20. Reakcje kondensacji z pierwszorzedowymi
aminami aromatycznymi, z ktérych najodpo-
wiedniejszg okazala sie o-toluidyna, wykorzy-
stali do oznaczania zawartosci glukozy w ply-
nach ustrojowych Ek i Hultman (2) oraz Hult-
man (3). Metode te stosuje sie do dzis w la-
boratoriach klinicznych (1, 4, 5).

Steiger i Schulze (8) przystosowali te meto-
de do oznaczania laktozy w malych prébkach
mleka np. u loch i drobnych zwierzat labo-
ratoryjnych, po zhydrolizowaniu laktozy do
glukozy.

Praca niniejsza miala na celu zbadanie moz-
liwodci zastosowania metody toluidynowej do
seryinych oznaczen zawartodci laktozy w mle-
ku krow oraz sprawdzenia jej dokladnoéel
1 powtarzalnoscei.

Materiat i metody

W 170 probkach pelnego mleka krowiego oznacza-
no zawartos¢ laktozy rownolegle metoda redukeyi-
ny Bertranda i metoda toluidynowa, W 85 prébkach
(wariant A) stosowano metode toluidynowa wedhus
Steigera i Schulze (8), a w pozostalych 85 (wariant B)
zwick<zono 5-krotnie ilo$é mleka oraz wszystkich
storowanych odezynnikéw., W wariancie B chodzilo
o zwiekszenie dokladnosci oznaczania laktozy. Wiek-
cza ilo$¢ mleka powinna daé zmnieiszenie cie bladu
pomiaru ovaz czasu wykonania oznaczenia, gdy:z lai-
wiej jest odmierzyé wieksza probke do znalizy. Przy
badeniu mleka kréw zwiekszenie préblki nie od-
frywa wiekszej roli. W o metody vodano w na-
wiasach zmoedyfikowane iledei mleka i cdezynnikow
w metodzie okreslonej jako wariant B.

Do préobéwek wirdwkowyeh zawierajacyech npo 1.0
ml (lub 5.0 ml) 3% w/v ® kwasn trojchloroactnweso
odimierzano mikropipeta po 002 ml (Jub 0.1 ml) mle-
ka I po wymieszaniu edwircwywano stracone bialko.
Do oznaczenia zawartodei laktozy uzywano 0,5 mlklg-
rownego plynu znad oradu. Do $lepej préby uivtoe
1.0 ml (dub 50 ml) kwasu tréjchlorcoctoweso 1 0,02
ml (lub 0,1 ml) wedy destylowanej. a dn kontrol-
nej 1.0 ml (lub 5,0 ml) kwasu trdjchlornoctowego
i 002 (lub 01 ml) 5% roztworu chemicznie czysiei
laktozy. wy<uszonej w temperaturze +105°C, w 0.2%
wodnym roztworze kwasu benzoesowego.

Dal-zy tok postepowania jest dla obu wariantéw
iednakowy: do wysokich probéwele laboraioryinych
peiemnasei 15 — 20 ml odmierzano po 3.5 ml od-
ceynnika toluidynowezo 1 po 0.5 ml klarownego ply-
nu znad osadu po odwirowaniu z kwasem trdjchlo-
reoctowym.

Odczynnik toluidynowy sporzgdzanme w nastepuia-
cy spos6b: w 940 ml kwasu oclowero lodowatego
rozpuszcezeno 1,5 g tiomoeznika i dodano 60 ml o-
-loluidyny. Wszystkie stosowane odezynniki muszg
by¢ cz. d. a. szczegdlna uwage nalezy zwréeié na
czystodé 1 Swiezosé o-toluidyny.

Po wymieszaniu obu skladnikéw wstawiono pro-
bowki do laini wodnej o temperaturze wrzenia, w
ktérej pozostawiono je przez 10 min, Nastepnie schia-
dzano probowki w wodzie z lodem, przencszono do
statywow i po uplywie 20 min. oznaczano ekstynk-

’} 3 g kwasu trdjchlorooctowezo w 10 ml roztwory,
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cje przy pomocy spektrofotometru Spekol bez przy-
stawki, przy diugosci fali 635 mu w kiuwecie o gru-
bosei 1 cm.

Procentow:n zawarto$é laktozy w mleku obliczono
w/g wzoru:

; Ex probki badanej 5
B laktony = seaaida—ta 2= TE
ExX probki wzorcowej

Powtarzalnosé¢ metody sprawdzano wykonujac po
20 réwnoleglych oznaczen dla trzech prébek mleka.
Dla uzyskanych wynikéw obliczono s$rednie, odchy-
lenie standardowe 1 wspoélczynnik zmiennosei.

Dla obu wariantéw doswiadczenia obliczono wspol-
czynnik korelacji pomiedzy zawartosciag laktozy ozna-
czona metodg Bertranda i toluidynowa.

Wyniki
Srednia zawartos¢ laktozy w 170 probkach
mleka oznaczona metodg Bertranda wynosila

4,68%, a metoda toluidynowa 4,60%. Metoda
Bertranda data wyniki wyzsze o 0,08%.

Tab. 1. Wyniki oznaczeni frzech prébek mleka (n==20)

Nr préby l X [ +s | v
%] 5,00% 3:0,07 - 1,38%
2 4,68% 20,05 1,11%
3 4,53% *0,08 1,79%

Objasnienia: X = Sredinia, &5 = odchylenie standardowe, v =
wspollezynnik zmiennosci.

Wspolezynnik korelacji pomiedzy oznacze-
niami zawarto§cl laktozy uzyskanymi metodsg
Bertranda i metoda toluidynowa wynosi dla
wariantu A r=-+0,874%0,014, a dla wariantu
B r=++0,930+%0,015. Przez pieciokrotne zwiek-
szenie probki mleka uzyskano wiec zwieksze-
nie wartosci wspolczynnika korelacji o 0,056.

Wysoka wartoSé wspdlezynnika korelacji po-
zwala na stwierdzenie, ze metode toluidynowsa
mozna z powdzeniem =zastosowaé¢ w praktyce
laboratoryjnej zamiast pracochlonnej metody
redukcyjnej Bertranda. Jest ona znacznie tan-
sza, poniewaz zuzycie odczynnikoéw, ktore sg
dostepne w kraju, jest niewielkie. Nalezy jed-
nak zwracaé¢ uwage na czysto§¢ odczynnikéw
i Swiezos¢ roztworédw. Rozpoczynajac badania
metoda toluidynowa nalezy ja sprawdzi¢ me-
todg redukcyjng Bertranda oraz kontrolowaé
nig kazdorazowo przygotowywany wzorcowy
roztwor laktozy.

Wnioski

1. Wysoka wspdlzaleznosé wynikéw uzyska-
nych metoda toluidynowsg oraz metoda Ber-
tranda wskazuje na pelng przydainodé metody
toluidynowej do seryjnych oznaczen zawar-
todci laktozy w mleku krowim.

2. Niska warto§¢ wspdlezynnika zmiennosci
wskazuje na duza dokladnosé i powtarzalnosé
metody toluidynowej.

3. Zwigkszenie analizowanych
ka do 0.1 ml zwickuza dokladne
OZNACZEN. '
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ITopayzuiu 3., CaBnuxan J. -— MUpnrosressn ToxyniM-
HOBOTO MeTy/Ia AJS CUPE/IeNeHH COMen NI NaKTo-
3bI B KGUOBLEM MOJIOKC.

IIpoBesu MCCHACUOBAHUS [0 NPUMEHENMIO TOJAYUMMHO~
BOTO METONA OIPEeJEeJIeHUA TJIIOK03hl B OPraHM4eCcKMX
KUIKOCTAX JIJIA ONPeReJICHUS CONEDIKAHUA TUAPONIN30-
BAHHOM JIAKTO3BI B KOpPOBBeM MoJoKe. CpaBHuBanu
DPOLICHTHOE COZeprRaHMe JIAaKTe3nl B 170 npoGax mo-
J0Ka, OnpeJejieHHOE BOCCTAHOBMTEJILHEIM  METCGHAOM
BepTana ¥ TONYUIMHOBLIM METOIOM, U IIOCYMTANM
x02(hDUIMEeHT KOPPeNIAuuy MeZEK Iy BeIUYMHAMM, IIOJY-
YeHHBIMM 00emmu MeroxamMu. JInsa onpefeseHUsT BIUSI-~
HUA BENUYMHBI MPOOBI HA TOWHOCTHL Pe3YJILTATOBR OIpe-
OeNNUIN COJEepIKaHMe JNAaKTO3bI TOINYUIMHORLIM METO-
JOM B ABYX Bapuautax (mo 85 mpob © xamkmaom), Imoji-
Beprasg anaauiy ro 0,02 1 0.1 ma mosoxka. PocT Beam-
YIMHBbI Hp06I>I YBEIMUI TOYHOCTH OILpQIlG.T[CHIA‘:T. BLIPpa-
MAIOTYIOCH B pocre Ko3dbdiuuyenTa KOPPeIsSIIEH ¢
0,874 £0,014 50 6.930 40,015, Fu3koe zitasenie wouachhit-
uMeHTa HMIMEIIYMBCCTY YRasbiBacT 1a 602’1[)1[1}&0 TOM=
HOCTB M IIOBTODACMOCTDL TQIYMAMOIIOBOIO MCTOH.

Poradzisz Z., Sawicka J. —— The usefulness of telui-
dine method for determiiving lactose content in cow
milk.

The examinations were performed to use toluidine
method aopplied for delermining of glucose in tissue
fluids for lactose content estimation in milk., The
per cent content of lactose in 170 samples of milk
was established by means of Bertrand’s and toluidine
methods. The content of lactose was calculated on
the basis of two kinds of samples, i.e. 0.02 and 0.1
ml in 85 milk specimens. The increased size of sam-
ples resulted in higher accuracy: correlation index
was changad from 0.874+0.14 to 0930%+0.015. The da-
ta. obtained wnoint to high accuracy and repeatability
of the toluidine method.

WILLIAMS J. M., SMITH G. I., MUEDOCK F. M.:
Immunegennos¢ bakteryny Haemophilus somnus w
bydia, (Immunegenicity of Haemophilus somnus bace-
terin in cattle). Amer. J. vet. Res. 39, 1756--1762, 1978
(11).

Haemovhilus somnus wywoluje u bvdia menin-
goencephalitis  1ub posocznice. WlaSciwosei immuno-
genine szezepionki opartej o H. somnus vrzebadano na
cieletach szczepionych domigéniowo, jednorazowo lub
dwukrotnie w odstenie 14 dni, Szczepione sztuki zaka-
zono dozylnie zjadliwym szczepem po 22, 30 lub 93
dniach lub do cisterna cerebellomedularis no 14. 82,
94 lub 111 dniach po szezepieniu. Wszystkie cieleta
szezenione byly odporne na zakazenie dozvine miedzy
22 i 95 dniem po szczepieniu. U 88% cielat szczepio-
nvch dwukrotnie i zakazonych do cisterna cerebellome-
dullaris, miedzy 14—111 dniem po szczepieniu wyste~
powala solidna odpornosé. W ocenie odpornoei po-
szezepiennel bardzo przydatny okazal sie odezyn pre-
cypitacii dyvfuzyined w zelu 2 rozpuszezalaym antyye-
nem Hogoinnis, i i : SUPOW e

o -

116 |'>'\—'|'f' i



