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Obserwacje nad wystepowaniem alergii pokarmowej u pséw —

nadwrazliwo$é¢ spowodowana alergenami mleka

Z Kliniki Chorob Wewnetrznych Instytutu Choréb NiezakaZnych Wydzialu Weterynaryjnego
AR w Lublinie

Mleko krowie uwazane jest za jeden z najwaz-
niejszych sposréd naturalnych alergenéw po-
karmowych czlowieka. Spowodowane nim od-
czyny alergiczne obserwowane sa najczesciej
u dzieci, choé¢ niejednokrotnie mozna napotkaé
jeiudorostych (1, 2, 7, 15, 16, 18—21). U zwie-
rzat alergen ten posiada z wielu wzgledéw o
wiele bardziej ograniczone znaczenie, a przy-
padki nietolerowania go odnotowywane byly
jedynie u pséw i kotow (3, 4, 12, 14, 22—24).
Budowie chemicznej oraz wlasciwosciom aler-
gizujagcym mleka krowiego poéwieconych jest
szereg prac (9, 6, 9, 13, 20), w ktérych to wyka-
zano, ze odpowiedzialnymi za powstanie uczule-
nia sg wystepujace w nim biatka: kazeina,
laktoalbumina oraz laktoglobulina. :

W miare lepszego poznania wlasciwosci aler-
gizujacych biatek mleka okazalo sie, ze kaze-
ina jest bialkiem cieplochwiejnym, o stosun-
kowo najslabszych (w poréwnaniu z pozostaly-
mi) wlasciwosciach uczulajgcych. Nie posiada
ona swoistosei gatunkowej co znaczy, ze jest
wspélng dla wszystkich gatunkéw mleka, w
zwigzku z czym w przypadku uczulenia zamia-
na mleka krowiego na inne (kozie) okazuje sie
nieskuteczna. Laktoalbumina jest gatunkowo
swoistg, ale cechuje sie cieplochwiejnosdcia, co
pozwala na podawanie w przypadku uczulenia
mleka przegotowanego. Laktoglobulina uczula
najsilniej (10, 11) i daje reakcje krzyzowe z glo-
buling surowicy bydlecej, w zwigzku z czym
mozna zaobserwowaé wspolistnienie uczulenia
na mleko z nietolerancjg miesa wolowego.

Z uwagi na nieliczne dotychczasowe donie-
sienia oraz calkowity brak opracowan z tej
dziedziny w weterynaryjnym pi§miennictwie
krajowym, postanowiono przedstawié wyniki
wlasnych, poczynionych na ten temat obser-
wacji z okresu ostatnich sze$ciu lat. Doty-
czg one leczonych w tutejszej Klinice pséw, u

ktérych jako odpowiedzialng za caloksztalt pre-
zentowanych zaburzeh rozpoznano nietoleran-
cje w stosunku do antygenéw mleka.

Badania kliniczne. W dokonanych obserwa-
cjach, prowadzonych na psach chorujacych z
objawami alergii, na podstawie wywiadéw, ba-
dan klinieznych oraz analiz dodatkowych usta-
lono, ze w czternastu przypadkach przyczyng
obserwowanych zaburzen byla nietolerancja
mleka krowiego. W wiekszosei alergizacja ta
wystepowata u zwierzat mlodych, ktérych wiek
nie przekroczyl drugiego roku zycia (tab. 1).

Tab. 1. Rasy, liczba oraz wiek testowanych pséw
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W czterech obserwowanych przypadkach ustalo-
no, ze szczenieta wychowywane byly bez mat-
ki, badz tez z uwagi na niewystarczajaca ilosé
pokarmu dokarmiane sztucznie. Stwierdzong w
wywiadach cecha wspolng dla prawie wszyst-
kich rozpoznanych przypadkéw bylo wystepo-
wanie pozornie niczym mnie uzasadnionych ok-
resowych zaburzen trawiennych oraz stosowa-
nie dos¢ czesto w jednostronnym zywieniu du-
zych iloSci surowego badZ gotowanego mleka
oraz jego przetwordéw. Powyzsze zaburzenia na-
stepowaly (badZ nasilaly sie) zazwyczaj po spo-
zyciu mleka, a takze w dwdch przypadkach
podobne efekty wywolywalo podanie wolowi-
ny. Inne interesujace dane to jednoczesne wy-
stepowanie z zaburzeniami trawiennymi swe-
dzacych zmian skdérnych o cechach wyprysku

Tab. 2. Ustalone wywiadem oraz badaniem klinicznym objawy towarzyszace nietolerancji mleka przez psy
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(osiem przypadkow), obrzeku naczyniowo ru-
chowego (jeden) oraz pokrzywki (dwa). U kilku
z tych ostatnich ustalono alergiczne obcigzenie
rodzinne (epizody alergiczne u matek badz ro-
dzenstwa).

W badaniach klinicznych wustalono (tab. 2, ze
wspomniane zaburzenia trawienne to przede wszyst-
kim okresowo pojawiajgcy sie fetor ex ore, zaburze-
nia w laknieniu (apetyt zmienny), przewlekle wzde-
cla, nawnotowe ziewanie, niekiedy napady kolkowe
oraz naprzemienne biegunki i zaparcia z reguly bez
wzrostu cieploty wewnetrznej clala. Zmiany te zazwy-
czaj przebiegaly podostro badz przewlekle, doprowa-
dzajac w konsekwencji po uplywie pewnego czasu do
powstania w pieciu obserwowanych przypadkach
chronieznego nilezytu przewodu pokarmowego. Na
podstawie zgromadzonych damych klinicznych w ob-
serwowanych przypadkach oraz jedynie dorainej sku-
tecznosci stosowanej zazwyczaj terapii mozna bylo
przypuszczaé, iz caloéé prezentowanych zmian moze
mieé charakter alergii pokarmowej.

Badania dodatkowe. Rozpoznanie wlasciwe moglo
byé jednak postawione jedynie w oparciu o wybrane
testy pomocnicze, znajdujace szerokie zastosowanie w
tego typu postepowaniu w medycynie ludzkiej (19—
20) i dopiero od niedawna stosowane u psow (4).
Uzycie ich w badaniach wtasnych umozliwilo z jednej
strony wykazanie istnienia w obserwowanych przy-
padkach alergizacji wobec skladowych mleka, z dru-
giej zas, pozwolilo na wypowiedzenie sie odnosnie ich
przydatnosei diagnostycznej u pséw (tab. 3).

toda wyniki (poza dwoma przypadkami) pokrywaly sie
calkowicie z otrzymanymi poprzednio. W trakeie wy-
konywania tej drugiej ekspozycil u wazystkich zwie-
rzat wykonywano {zw. test Coca (8) oraz oznaczono in-
deks leukocytarny wg Vaughana (26). Zasada proby
Coca polega na stwierdzeniu istotnego (co najmniej
20 razy na min.) przyspieszenla fetna po spozyciu do-
mniemanego alergenu. W badaniach wlasnych ozna-
czano dwukrotnie ilosé tetna (w spoezynku) bezpos-
rednio przed podaniem mleka oraz w 30 i 60 min. od
momentu jego podania. Wyniki tych obserwacji zosta-
ly uznane za dodatnie w 9 przypadkach, co stanowi
§4,2%. Istota indeksu leukocytarnego polega na ob-
serwacji spadku liczby leukocytéw obwodowyeh (co
najmniej o 2 do 3 tysiecy) W nastepstwie spozycia
uczulajacego pokarmu. Wezrost ich liczby natomiast
(tzw. pokarmowa leukocytoza fizjologiczna) przemawia
przeciwko uczuleniu. Dwa pierwsze oznaczenia liczby
leukocytéw wykonano (w odstepach 30-to min.) przed
podaniem mleka, pozostale za§ trzy po 60, 90 1 120
min. od momentu podania. W badaniu tym rezultaty

dodatnie uzyskano w 12 przypadkach, co stanowi
85,7% calosci.
Poza opisanymi badaniami u wszystkich psow

sprawdzono tzw. reakiywnosé skorng wobec mleka
poprzez wykonanie testow srédskérnych, Proby skor-
ne wykonywane byly wobec wybranych alergenéw
pokarmowych przygotowanych systemern pracownia-
nym, badz (w pewnej czesei przypadkow) wehodza-
cych w skiad zestawéw produlkeji Stallergenes —
Francja i VEB Sachsisches Serumwerd — NRD. Tech-
nika i interpretacja wykonywanych testoéw dokony-

Tab. 3. Wyniki badan dodatkowych u nadwrazliwych wobec alergenéw mileka pséw
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W pierwszej kolejnosci u podejrzanych zwierzat wana byla w oparciu o ogdlnie przyjete i powszech-

wykonywana byla tzw, proba wymuszone] ekspozyeji
na domniemany alergen, zwana takie probg prowo-
kacyjng. Polegala ona na 48 godz. glodzeniu zwierzat
(woda do woli) wraz z jednoczesnym obserwowaniem
dotychezasowo prezentowanych  zmian. Przyjmuje
sie, ze ich ustapienie (calkowite badi czeSciowe) W
tym okresie przemawia za alergizacja pokarmowa. W
naszym przypadku zaobserwowano je u 10 sposrod
14 testowanych pséw, co stanowi T1,4%. Po uplywie
dwudniowej glodowki wszyslkim testowanym psom
podawano (w zaleznofel od wagi ciala) od 300 do 1000
ml $wiezego surowego mleka. Postepowanie to spowo-
dowalo, ze u 8 zwierzgt zanikle catlkowicie lub czes-
ciowo objawy nawrécily i to niejednokrotnie w dosé
intensywnej formie (57,2%). Byly to trzy foksteriery,
dwa owezarki, jeden pudel, wyzel i mieszaniec, u
ktéryeh odnowily sie przygaste zmiany skérne, poja-
wil sie §wiad, a przede wszystkim wystapily mniejlub
bardziej wyrazone objawy bolowe, wymioty badz bie-
gunka. Badanie powyzsze powtorzono po uplywie
pewnego ezasu (okresy dos¢ rézne dla poszczegdlnych
pséw) u 6 z wyzej wymienionych zwierzal, stosujac
jako prowokacje mleko gotowane oraz wolowing su-
rowg. Obrzymano odpowiednio cztery i trzy reakcje
dedatnie. U wszystkich z badanych pséw stosowano
takze ekspozycie wykonywang wg mef. Rinkela (17).
Polegala ona na catkowitej eliminacji z poZywienia
mlekali jego pochodnyeh przez cokres czterechdni, pig-
tego zaé na podaniu go sonda w tych samych (300 do
1000 ml jak poprzednio iloSciach. Otrzymane fa me-
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nie stosowane zasady (19, 20). Pozytywizacja reakcji
skérnyeh wobee surowego mleka wystapila w 7, go-
towansgo 3 oraz gammaglobuliny bydlecej w 2 przy-
padkach. Chege przekona¢ sig czy u testowanych
zwierzat w przebiegu nietolerancji mleka dochodzi
do rozwoju przeciweial {ypu reaginowego, wykonano
z ich surowicami odczyn Prausnitz-Kustnera w mo-
dyfikacji trawiennej (25). Do tego celu posiuzono sie
psami-biorcami, ktérym wprowadzono $rodskérnie po
0.2 ml dwukrotnie zageszezonych surowic pochodza-
cych od testowanych zwierzat. Po uplywie 24 godz
($lady po wprowadzeniu surowic calkowicie zanikly)
biorcy otrzymali mleko surowe w iloSei zaleznej od
wagi ciala. Dodatnie reakcje zaobserwowano w7
przypadkach, co stanowi 50% calodei,

Oméwienie przeprowadzonych
obserwacji

W diagnozowaniu stanéw alergicznych (tak
u ludzi jak i u zwierzat) wiadomo, ze dla udo-
kumentowania w sposob obiektywny istnienia
alergizacji konieczne jest wykrycie obecnosci
swoistego alergenu, jak i skierowanego prze-
ciwko niemu przeciwciala. W praktyce jed-
nak, zwlaszcza w odniesieniu do rozpoznawa-
nia alergii pokarmowej, wykonanie tego Ww
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sposdb bezposredni nie zawsze jest mozliwe,
stad tez koniecznos¢ uciekania sie do postepo-
wania kompleksowego, obejmujgcego obserwa-
cje kliniczne, metody swoiste, a takze w nie-
ktorych przypadkach proby typu nieswoistego.
7 dokonanych na naszym materiale obserwacji
klinicznych nalezy podkresli¢ fakt jednoczesne-
go wystepowania u chorych zwierzat szeregu
roznych objawéw chorobowych, czesto zupeknie
nie zwigzanych z ukladem trawiennym — czy-
li obecnos$é¢ kilku chorob jednocze$nie. Zjawis-
ko takie jest typowe dla pewnych grup scho-
rzen uczuleniowych u ludzi i stanowi jedng z
charakterystycznych cech atopii (16, 19, 20). Po-
nadto aktualnie powszechnie przyjmuje sie, ze
alergia pokarmowa nie jest jednoznaczng z aler-
gicznym schorzeniem przewodu pokarmowego,
bowiem alergeny pokarmowe moga wywoly-
wa¢ objawy chrobowe ze strony rdznych na-
rzadow (7, 16, 18—20). Tym niemniej w duzej
liczbie przypadkéow wlasnie one sg odpowie-
dzialne za zaburzenia zwigzane z ukladem tra-
wienia. Nie wyklucza to jednak faktu iz mogg
je powodowaé i inne alergeny, jakimi sg np.
tak typowe alergeny wziewne jak pylki (19,
20).

W swietle powyzszego wydaje sie, iz poczy-
nione obserwacje odnosnie wielopostaciowosci
objawo6w klinicznych nietolerancji mleka przez
psy odpowiadaja faktom obserwowanym w po-
dobnego typu stanach u ludzi i tym samym su-
gerujg dla szeregu obserwowanych przypadkow
atopowe podloze choroby. Dodatkowym, prze-
mawiajgcym za stusznoscig tego domniemania,
jest fakt wielowartosciowosci uczulenia — pe-
wne psy bowiem poza nietolerancjg mleka wy-
kazywaly takze jednoczesne wystepowanie
uczulenia wobec innych alergenéw pokarmo-
wych {mieso drobiowe, jaja, ryby), wziewnych
(plesnie, piéra, kurz domowy) oraz pchel. Wy-
daje sie, ze poza wrodzong sklonnoscig, czyn-
nikiem dodatkowym moggcym mieé pewien
wplyw na rozwo] nietolerancji bylo ustalenie
(za pomocg wywiadu i badan koproskopowych)
styczno$el z pasozytami zoladkowo-jelitowymi.
Aktualnie jej istnienie wykazano u 6 zwierzat,
pozostate zad przebyly ja co najmniej raz, badz
wielokrotnie. Wiadomo, ze tego typu inwazje
poprzez swe bezposrednie badZ posrednie od-
dzialywanie prowadza do wielu zaburzeh po-
karmowych i mogg mieé istotny wplyw na pro-
ces trawienia i wchlaniania np. bialek pokar-
mowych (miesa, mleka, jaja). Jest to niewatpli-
wie bardzo istotne z punktu widzenia rozwoju
ich nietolerancji. Ponadto godnym podkreslenia
wydaje sie spostrzezenie wystgpienia alergiza-
cji wobec mleka u zwierzat wychowywanych
bez matki, zbyt wezeénie odsadzonych, badz tez
od chwili urodzenia dokarmianych sztucznie, a
to z uwagi na niewystarczalng ilo§é naturalne-
go pokarmu. W obserwacjach wlasnych tego
typu psy stanowily 50% ogoélu (7 zwierzat) ob-
serwowanych przypadkéw. Spostrzezenie to

mozna by odnie$¢ do faktu czestszego wyste-
powania nietolerancji wobec mleka u dzieci
karmionych od chwili urodzenia sztucznie i
rzadszego jej wystepowania w przypadku dlu-
goirwalego stosowania pokarmu matki (7, 15,
16, 18—20). Rozpatrujac nietolerancje mleka w
aspekcie uczulenia wobec poszezegolnych jego
skladowych, u badanych pséw mozliwe bylo
(z przyczyn natury obiektywnej) ustalenie tego
jedynie u 6 testowanych zwierzat. Uwaga ta
dotyczy tych pséw, u ktérych mozliwe bylo
wykonanie prowokacji ponawianych wobec
mleka gotowanego oraz surowej wolowiny. I
tak nietolerancje wobec laktoglobuliny wyka-
zano W 4 przypadkach. Byly to psy (2 teriery,
1 pudel oraz mieszaniec) reagujace dodatnio w
probach prowokacyjnych z mlekiem surowym,
gotowanym oraz wolowina, dajace ponadto do-
datnie reakcje skérne wobec mleka surowego,
gotowanego oraz gammaglobuliny bydlecej. In-
teresujace jest, ze wlasnie u dwoéch sposrod
nich (terier i pudel) juz w wywiadzie wskazy-
wano poza mlekiem na mieso wolowe jako do-
mniemang przyczyne wystepowania zaburzen.
O nietolerancji wobec laktoalbuminy badZ ka-
zeiny mozna mowi¢ u dwoch sposréd szeseiu
trzykrotnie testowanych zwierzat. Byly to psy
(terier i oweczarek niemiecki) reagujace dodatnio
z mlekiem surowym, a pozostajace areaktywny-
mi wobec mleka gotowanego i wolowiny.

Starajac sie oceni¢ wiarygodno$é i przydat-
no$¢ w testowaniu u pséw zastosowanych me-
tod, wydaje sie, Ze za najbardziej warto$ciowe
nalezy uznaé proby prowokacyjne, a dopiero w
dalszej kolejnosci modyfikacje trawijenng odezy-
nu P-K oraz proby skérne. Ocena ta pokrywa
si¢ z opiniami prezentowanymi przez Waltona
1 Bakera (3, 23, 24). Sposr6éd préb nieswoistych
wielce przydatnym jest indeks leukocytarny,
probe Coca bowiem z uwagi na mozliwosé
wplywu na uzyskany wynik szeregu czynnikéw
ubocznych (np. zmienno$é stanéw emocjonal-
nych) nalezy uznaé¢ za niezbyt przekonywujaca.
Oceniajgc calkosztalt zastosowanego postepo-
wania wydaje sie, ze jest ono realnym w wy-
konaniu i w miare prostym oraz w pelni wy-
starczajacym sposobem osiggniecia podstawo-
wego celu, jakim jest rozpoznanie alergii pokar-
mowej u psow.
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Prosta metoda oznaczania zwigzkéw ketonowych i ich

poziom we krwi kréw zdrowych i z subkliniczng ketoza

7 Kliniki Choréb wWewnetrznych Instytutu Choréb Niezakaznych Wydzialu Weterynaryjnego
AR w Lublinie
7 Instytutu Chemili UMCS w Lublinie

Wraz ze wzrostem zainteresowania w Pols-
ce badaniami nad ketoza u krow oraz Opraco-
waniem programow kontroli zdrowia dla stad
kréw mlecznych, powstalo zapotrzebowanie na
dokladne, a rownoczeénie proste metody (na-
dajace sie do badan masowych) oznaczania
zwiazkéw ketonowych (Zw. K.) w krwi (1, 4,
6, 11).

Ogoblnie znane trudnosci w oznaczaniu cal-
kowitej ilosci Zw. K. (acetonu, acetooctanu
i B-hydroksymaslanu) w postaci acetonu za
pomoca metod chemicznych sprawiaja, ze ciag-
le opracowywane sg nowe metody, badZz ich
modyfikacje, zmierzajace do zwiekszenia do-
kladnosci oraz uproszezenia techniki oznacza-
nia (2, 7, 14, 15). Mala dokladnoéé niektorych
metod wynika miedzy innymi z niezupeine]
konwersji B-hydroksymaslanu do acetonu (2),
co ma szczegbOlne znaczenie przy oznaczaniu
7w. K. u krow, gdyz B-hydroksymaslan jest
glownym zwigzkiem ketonowym (stanowi oko-
lo 85% sumy zwigzkéw ketonowych) w krwi
tych zwierzat (1).

Trudnoéci techniczne ograniczajace zasioso-
wanie niektérych metod do badan masowych
polegaja glownie na koniecznosel przeprowa-
dzenia acetooctanu i B-hydroksymaslanu w
aceton oraz czasochlonnym oddestylowaniu lub
oddyfundowaniu go W naczyniach mikrodyfu-
zyjnych lub Convaya. Wad tych pozbawione sg
metody enzymatyczne (1).

Trudnoéci zwiazane z importem enzymu, de-
hydrogenazy kwasu B-hydroksymaslowego, o-
graniczaja jak dotychezas szersze ich wprowa-
dzenie w Polsce.

Celem badan bylo:

— adaptacja i ocena metody zaproponowanej
w 1970 r. przez Goschke, w ktorej wyelimino-
wano destylacje oraz dyfuzje acetonu,

—_ okredlenie za pomoca tej metody zawar-
tosci Zw. K. we krwi u krow zdrowych i z sub-
kliniczng ketoza.

Material i metody

Zasada metody. Metoda stuzy do oznaczenia sumy
zwiazkow ketonowych (acetonu, acetooctanu i B-hy-
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droksymaslanu) w postaci acetonu. Zasada metody po-
lega na przeprowadzeniu acetooctanu 1 B-hydroksy-
madlany w obecnodei kwasu siarkowego i dwuchro-
mianu potasu w temp, 110° | 140° C w aceton i jego
parwnej reakeji z 24 dwunitrofenylohydrazyng.

Odezynniki, Wszystkie odczynniki winny by¢ duzej
czystosel (cz.d.a.).

" Wodorotlenek baru (Ba/OH), — 0,1 M
Siarczan cynku (Zn SO;+ 7 H0) — 3,5%

Kwas siarkowy (HzS04) — 6 M

Dwuehromian potasu (KsCr,07) — 0, 35%

_ Siarezan sodu (NagSOg) — 5%

Chlorowodorek 2,4 — dwunitrofenylohydrazyny

., Odezynnik wywolujgcy barwe. 0,2 g chlorowodor-

ku 2.4 — dwunitrofenylohydrazyny rozpuscié 'w

100 ml 5 M kwasu siarkowego, a nastepnie

wytrzasaé 3-krotnie z czterochlorkiem wegla.

8. Czterochlorek wesla
9. Wodorotlenek sodu (NaOH) — 0,25 M
10, Aceton. Macierzysty roztwor Wzorcowy acetonu oraz
wrzoreowe roztwory robocze przygotowane ws ogdlnie
przyjetych zasad w analityce laboratoryjnej. Doklad-
ne stezenie acelonu W macierzystym roztworze nalezy
okreslic metoda jodometryczng  (14). Podstawowy
sprzet laboratoryjny. Probowki z korkiem na szlif o
wysokosdci 22 ¢m i Srednicy 1,5 ¢m, laznia olejowa Z
termoregulacia. wyftrzasarkg, pompa wodna, fotometr
(Specol).

Postepowanie analityczne. Krew pobraé do pro-
bowek z heparyna. Bezposrednio po pobraniu  wilo-
zyé probowke do fermosu z Jodem (zapobiega to
spontanicznej dekarboksylacji acetoocianu do oceto-
nu i jego stratom) i tak transportowac.

Qdbialezanie, Do probowek wirowkowyveh (z korkiem
na szlif) odmierzaé 11 ml bidestylowanej wody oraz 1
ml! krwi, wymieszac¢, po czym dodaé 4 ml wodorotlen-
ku baru, a nastepnie 4 ml siarczanu cynku. Probéw-
ki zamkngé korkiem, a zawartoS¢ energicznie wymie-
szaé, po czym wirowac przez 5 min. przy 3000 obr/min,

Oznaczanie zwiazkow ketonowych. Do probowki z
korkiem na szlif edmierzyé 2,5 ml supernatantu i do-
da¢ 0,5 ml M H,S504 wymieszaé, Probowki zamknge
korkami posmarowanymi smarem Silikon i ogrzewac
w tazni olejowej w temp. 110°C przez 10 min (jest
to etap dekarboksylacji acetooctanu do acetonu). Po
wyjeciu z lazni probowki oziebi¢ w wodzle z lodem,
po czym zawartosc wymiesza¢ przez kilkakrotne od-
wrécenie probowki 1 doda¢ 0.5 ml 0,35% dwuchromia-
nu potasu. Probowki zamknaé korkiem, zawartosé wy-
mieszaé 1 ogrzewad W temp. 135—140°C przez 45 min
(jest to etap utlenlania B-hydroksymaslanu do ace-
tonu). Po wyjeciu z laini probowki ozighi¢c W wo-
dzie z lodem. wymieszaé, dodaé 0,5 ml 5% siarczanu
sodowego, 0.5 ml roztworu 24 — dwunitrofenylohy-
drazyny i 5 ml ezterochlorku wegla, Umiesei¢ pro-
bowki w wylrzasarce i wytrzasaé przez 30 min.,
aby powstaly 2 4-dwunitrofenylodrazon przeszedl
do  czterochlorku  wegla. Po oddzieleniu  sie
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