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Zastosowanie nawet najskuteczniejszego sys-
temu niszczacego patogenng mikroflore obecnag
w mleku, w momencie kiedy zaszty juz zmiany
o charakterze proteolityczno-lipolitycznym, nie
zapobiega utracie niektorych wlasciwosei zy-
wieniowych i technologicznych mleka. Ograni-
czenie tych wlasciwosci nie wydaje sie byé
jedyng strata, poniewaz w takim mleku mogg
znajdowaé sie¢ rowniez substancje o dzialaniu
farmakodynamicznym na tkanke nerwowg i na
miesnidwke gladky. Zwigzkami tymi sg aminy
biogenne, tyramina, tryptamina i histamina (9).
Innymi substancjami s3 peptydy opimowe
o dzialaniu podobnym do zwigzkéw narkotycz-
nych (3).

Celem pracy bylo poréwnanie frakeji pepty-
dowych mleka normalnego i mleka pozyska-
nego od krow dotknietych zapaleniem wymie-
nia wywolanym przez Str. agalactiae.

Material i metody

Probki mileka pobierano od dwéch kréow tej samej
rasy i wieku. Jedna byla zdrowa, druga natomiast
wykazywala podkliniczny stan zapalny wymienia. Ilosé
komorek somatycznych w mleku oznaczano stosujac
TOK (6). Selekcje mleka ze wzgledu na rodzaj mikro-
flory wywolujacej zapalenie wymienia przeprowadzo-
no metoda Camp test opisang przez Burbianke (2).

Bialka mleka stracano za pomocg TCA o kohcowym
stezeniu 12%. TCA usuwano z roztworu metoda eks-
trakcji przy uzyciu eteru etylowego. Zawarto$¢ azotu
niebialkowego w roztworze oznaczano mikrometodg
Kjeldahla opisana przez Budslawskiego (1). Ekstrakt
peptydowy rozdzielano metodg saczenia molekularne-
go na zelu ,Bio-gel P-4”, Stosowano kolumneg o wy-
miarach 2,5X60 cm. Na kolumne nanoszono 30 mg
ekstraktu peptydowego. Frakcje pepiydowe eluowano
woda destylowana z szybkoscia 60 cm?/h. Zbierano
4 cm?® frakcji, ktbére identyfikowano spektrofotome-
trycznie przy dlugosei fali 280 nm. Uzyskane frakcje
peptydowe z rozdzialu na zelu ,Bio-gel P-4” liofilizo-
wano, po czym rozpuszczano w 100 pul wody destylo-
wanej. Nastepnie poszczegblne frakcje peptydowe roz-
dzielano metoda wysokonapieciowej elektroforezy bi-
bulowej (4). Rownolegle te same frakcje rozdzielano
za pomoca cienkowarstwowej chromatografii na plyt-
kach z zelem krzemionkowym. Jako rozpuszczalnik w
chromatografii cienkowarstwowej stosowano uktad:
n-butanol, kwas octowy, woda (4, 4, 1v(v). Do rozdzia-
16w elektroforetycznych nanoszono 40 pl proby, nato-
miast do chromatografii cienkowarstwowej 20 pl
Frakcje identyfikowano za pomoca wywolywacza nin-
hydrynowego (4). Obecno$é amin identyfikowano ba-
dajac fluorescencje w $wietle UV. Sklad aminckwaso-
wy ekstraktu peptydowego oznaczano przy wykorzy-
staniu analizatora aminockwaséw f-my Jeol. Do hy-
drolizy pcbierano 200 mg ekstraktu peptydowego.
Hydrolizg przeprowadzano za pomocg 6MHCI w
temp. 383 K przez 22 h.
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Wyniki i omowienie

Rozdzialy ekstratéw peptydowych mleka
normalnego i pochodzacego od krowy z zapa-
leniem wymienia uzyskane na zelu ,,Bio-gel
P-4” — przedstawiono na ryc. 1. Ekstrakt pepty-
dowy mleka normalnego rozdzielit si¢ na 4
frakcje, ktére eluowaly sie w zakresie
50—300 cm®. Natomiast ekstrakt peptydowy
mleka od krowy z zapaleniem wymienia roz-
dzielil sie na 8 frakeji eluujgcych sie w obje-
tosci 50—360 cm® Swiadczy to, ze w mleku
tym bialko degradowane jest w wiekszym stop-
niu do niskoczasteczkowych frakeji peptydo-
wych niz w mleku normalnym. Dodatkowym
potwierdzeniem tego faktu jest poréwnanie za-
wartogci azotu niebialkowego w obu ekstrak-
tach peptytowych. Zawartos¢ ta w ekstraktach
peptydowych mleka normalnego i pochodza-
cego od krowy z zapaleniem wymienia wyno-
sila odpowiednio 28 i 70 mg w 100 cm® mleka.

Na ryc. 2 przedstawiono rozdzialy elektro-
foretyczne frakeji peptydowych mleka normal-
nego uzyskane z saczenia molekularnego na
zelu ,Bio-gel P-4". W zadnej frakeji nie
stwierdzono peptydéw o charakterze kwasnym
lub zasadowym. We frakejach 1, 3+ 4 wykryto
obecnoéé Glu. Natomiast we frakeji 4 poza Glu
wystepowaly rowniez Arg i His. W wyniku
rozdzialu tych samych frakcji za pomoca chro-
matografii cienkowarstwowej uzyskano podo-
bne wyniki, ktére przedstawiono na ryc. 3.
Frakcja 2 nie ulegla rozdzialowi. Po jednej do-
datkowej frakcji uzyskano w wyniku rozdzialu
frakeji 3 i 4. Rozdzial frakeji 1 ujawnil obec-
noéé dwoch dodatkowych frakeji. Te same roz-
dziaty dla ekstratu peptydowego mleka pocho-
dzacego od krowy z zapaleniem wymienia
przedstawiono na ryc. 4 i 5. W tych rozdzia-

Ryec. 1. Rozdzial ekiraktu peptydowego mleka nor"mal-
nego i ,patologicznego” na zelu ,Bio-gel P-4
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Ryc. 2. Elektroforegram frakcji peptydowych mleka
normalnego uzyskanych z rozdzialu na kolumnie z ze-
lem ,,Bio-gel P-4"
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Ryc. 3. Chromatogram frakcji peptydowych mleka

normalnego uzyskanych z rozdzialu na kolumnie z Ze-
lem ,Blo-gel P-4"

tach interesujacym faktem jest to, ze na elek-
troforegramach wszystkich frakeji peptydo-
wych wykryto Glu i aminy. Uzyskane rozdzia-
dzialy za pomoca chromatografii cienkowar-
stwowej nie dostarczajg zadnych dodatkowych
informacji i dlatego nie sa szerzej dyskuto-
wane.

Wyniki te pozwalaja na stwierdzenie dwoch
faktow. Po pierwsze — obecno$¢ amin w mle-
ku pochedzacym od krowy z zapaleniem wy-
mienia dowodzi glebokiej degradacji bialek
mleka przez enzymy mikroflory patogennej. Po
drugie — aminy jak i wolne aminockwasy
prawdopodobnie tworza kompleksy z pepty-
dami i dlatego nie dajg sie w prosty spostb od-
dzielié za pomocs sgczenia molekularnego.

Wyniki analizy skladéw aminokwasowych
ekstratéw peptydowych obu badanych rodza-
jow mleka przedstawiono w tab. 1. Przede
wszystkim nalezy stwierdzié, ze zaréwno w

1@

Rye, 4. Elekiroforegram frakcji peptydowych mleka
,patologicznego” uzyskanych z rozdzialu na kolumnie
’ z Zzlem ,Bio-gel P-4”
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Ryc. 3. Chromatogram frakcji pepiydowych mleka
patologicznego” uzyskanych z rozdzialu na kolumnie
z zelem ,Bio-gel P-4”

Tab. 1. Zawartoéé aminokwasdw w ekstrakcie pepty-
dowym mleka normalnego i ,,patologicznego” (g/100 g
ckstraktu)

Ll i

Fiat 4

AMLNOAWES [ | T S ddcdoglesnt ¥
His 3.9 13
Arg i s
Asp 8,0 8.6
Thr 4.3 3%
Ser 4.4 &%
Glu 16,1 21,6
Pro 12,5 00
6ly 54 4.f
Ale &1 30
Val 49 59
Jleu 23 15
leu 10,5 18
Phe 154 32
f‘?s 19 4,3

H;' o84, oﬁemy
Suma 108.8 822
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jednym, jak i drugim ekstrakcie peptydo-
wym obecne sg te same aminokwasy, cho-
ciaz w rdéznych iloSciach. W ekstrakecie pep-
tydowym mleka pochodzacego od krowy z za-
paleniem wymienia stwierdzono wiekszg za-
warto$¢ Asp, Glu, Ser i Gly. Zawartosé
pozostalych aminokwaséw byla nizsza niz
w ekstrakcie peptydowym mleka normalnego.
Szczeg6lnie dotyezylo to zawartosci Pro i Arg,
ktére wystepowaly zaledwie w $ladowych ilo-
Sciach. Tak znikoma zawarto$é Arg wydaje sie
potwierdza¢ zaobserwowane procesy dezamina-
cji i dekarboksylacji, ktorych efektem jest
obecno$¢ amin i amoniaku w mleku pochodzg-
cym od krowy z chorym wymieniem. W kon-
kluzji mozna stwierdzié, ze gleboka degradacja
biatek mleka przez peptydazy mikroflory pato-
gennej bedzie réwniez wplywaé na cieplng
stabilnos¢ mleka oraz na stopien wykorzysta-
nia bialek mleka podczas produkcji sera. Nato-
miast obecno$¢ amin w mleku budzi zastrze-
zenia natury zywieniowej.
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HYTTEL P., GREVE T.: Synchronizacja rui u kréow
mlecznych, (Heat synchronization in dairy cows). Nord.
Vet. Med. 35, 422—428, 1983 (11).

Krowy mleczne u ktorych w celu synchronizacji
rui zastosowano 2 iniekcje cloprostenole (PG1/PG2)
w odstepie 13 dni poddano sztucznej inseminacji po
72 godzinach po iniekcji PG2. Réwnoczesnie pobrano
mleko w ktéorym oznaczono poziom progesteronu. Po
30 dniach po inseminacji wszystkie krowy zbadano
na cigze badaniem rektalnym. Niezaleznie od stanu
fizjologicznego ukladu rodnego (faza lutealna, pe-
cherzykowa, cysty wzglednie male jajniki) w chwili
podania PG1, odsetek zacielen byl identyczny. Na
odsetek zacielen wplywalo wystgpienie rui w mo-
mencie inseminacji i odstep czasu jaki uplynal od
wycielenia do zastosowania PG1.

G.

GUNARATMAN P., WILLINSON G. T., SEAWRIGHT
A. A.: Badania nad toksyczno$cia amitrazy dla ko-
tow. (A study of amitraz toxicity in cats). Aust. vet.
J. 60, 278—279, 1983 (9).

Amitraza jest stosowana u bydla i owiec do zwal-
czania kleszczy, u pséw w leczeniu demodekozy. Ba-
dania nad wplywem amitrazy stosowanej w formie
kapieli (0,0125%; 0,025% i 0,05% roztwér wodny) u
czterech kotow wykazaly, Ze kapiel w 0,0125% roz-
tworze amitrazy obnizala laknienie w okresie 24 go-
dzin po zabiegu. Przy kapieli w wyzszych stezeniach
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Kocteipa 3., Kocreipa . — Xapagrepuctura dpai-
IKi MQJIOKAa OT 3A0POBHIX EODPOB M OOJBLHEIX BOCHA-
JeH¥eM BBIMEHM ,,MACTHTOM”

B pabore oxapakKTepu30BAHC NENTUAHLIE (PaKIMy,
IPUCYTCTBYIOIIME B HOPMAJEBHOM M MaCTUTHOM MOJO-
kKe. B MacTuTHOM MOJNOKe WMASHTU(MUUMDPOBAHO 0ak-
Tpuu Str. agalactae. IlenTHAHBIE SKCTPAKTLI HOPMANE-
HOTO M MAaCTMTHOTO MOJIOKA MCCJeNOBAaHC, IIPUMEHSSA
MeTOIbl renesoit Guabtpanuu Ha Bio-gel P-4, BnhIco-
KOUANPAXKEHHOTO OyMazKHOIO 3JEKTPOdOope3a, TOHKO-
CAI0HOM XpoMaTorpacduy, a TaKzKe aHAJM3A aMUHO-
KMCJIOTHBIX COCTABOB. B MacTMTHOM MOJIOKE IIO CpaB-
HEHYIO C HOPMAaJBHBIM MOJIOKOM KOHCTATHPOBAHO BbI-
cuIee COJlepzKaHMe IENTUIHLIX (PPaKnnii HeDeIKOBOTO
a3ora 1 amMMuara. Jo6apo4yHO 0OHAPYZXKEHO B MacCTUT-
HOM MOJIOKEe aMyuLbl, KOHCTATMPOBAHO TaKIKE PaCXOK-
OeHUA B aMMHOKMCJOTHEIX COCTaBaX MENTUIHLIX SKC-
CTPaKTOB HOPMAJBHOTO M MAaCTHUTHOTO MOJIOKA., AHa-
M3 TOJYUEeHHLIX Pe3yJbTATOE JejlaeT BO3MOZKHBIM
OLIEHUTL OTPULATENbHBIE IIOCJIENCTBUA TIATOTEHHOMI
MHMEPODJIOPL! B MOJIOKE € (PU3INOJIOTUIECKNI-KODMOROM
¥ TEeXHCJOrMYecKOl TOYKM 3pPeHMA,

Kostyra E., Kostyra H. — Characteristics of tke pep-
tide fractions in milk of healthy cows and cows with
mastitis

The paper presents the characteristic of the peptide
fractions of normal and mastitic milk. S. agalactiae
was identified in mastitic milk. Peptfide extracts of
normal and mastitic milk were analyzed by molecular
filtration (Biogel P-4), a high tension paper electro-
phoresis and a thin-layer chromatography. The amino
acid composition was also analyzed. The mastitic milk
contained higher levels of peptide fractions, non-pro-
tein nitrogen and ammonia in comparizon to normal
milk., Amines were also found in mastitic milk. Ami-
no acid composition of the peptide exiracts of the
both types of milk also differed. Special attention
should be given to the disappearance of Arg and
Pro from the peptide extract of mastitic milk. Ana-
lysis of the results allowed to present the possible
negative properties of mastitic milk in view of its
technological and nutritive values.

preparatu oprécz utraty laknienia wystepowala woso-
wialo$é, utrzymujgca sie przez 48—72 godziny. Cze-
sto obserwowano wydalanie péipltynnego kalu. Kia-
piele w 0,05% roztworze amitrazy nasilaly objawy
sedacji, utraty laknienia i zaburzenia ze strony prze-
wodu pokarmowego oraz wywolywaly rozszerzenie
Zrenic.
G.

PRESCOTT C. W.: Objawy kliniczne u pséw i ko-
tow przy zatruciu olowiem, (Clinical findings in dogs
and cats with lead poiscning). Aust. vet. J. 60, 270—
271, 1983 (9).

W klinice uniwersyteckiej w Queensland w okre-
sie 11 lat zdiagnozowano 68 przypadkow zatrucia olo-
wiem u pséw i trzy przypadki zatrucia olowiem u
kotow. U psow zatrucia wystepowaly w wieku od
3 miesiecy do 3 lat, przy czym 63% zatrué wystapilo
u szczenigt w wieku 3—6 miesigcy. U 94% zatrutych
psow wystepowaly zaburzenia ze strony przewodu
pokarmowego (anorexia, nadmierne §linienie, wy-
mioty, ostra biegunka, bolesne spastyczne kolki), za$
u 67,6% =zaburzenia ze strony oérodkowego ukladu
nerwowego. Stezenie olowiu we krwi powyzej 0,3
ppm przy réwnoczesnym wystepowaniu objawow kli-
nicznych uznano za stezenie toksyczne. U badanych
psow to stezenie wahalo sie do 25 do 174 ug/dl ($red-
nio 79 ug/dl). a



