
Nr 12 MEDYCYNA WETERYNARYJNA ROK XXXVII

2. M]eko od dosta,uvcóv, uspołecznionych i
indywiduainych cechuje niewielki udział mi-
kroflory kwaszącej, wśród bakterii niekwaszą-
cvch dominuią diobnoustroie psvchrotrofowó.

3. Poprawę stanu sanitarno-higieniczilego
surowca mlecznego można uzyskać -iedynie po-
przez rygorystvczne przestrzeganie zasad higie-
nicznych przy udoju.. przechoivywaniu i tran-
sporcie mleka, na drodze od producenta do oci-
biorcy,

Aep)IraJIo B cpe,qlleM 50,6 MfiH MrlrpoopraHr{3MoB B
1 cu3, s ToM KBacfiqrre 6arreplłla cocrasnanr 17,50/o,
nclłxporpo$Hr,re 18,10/o, a TenJloycTożqrłer,re 2,3ol0. B
MoJIoKe oT uIlAIĄBuAyaJIE IIBIX nocTaBil{]4KoB o6rrapy-
>KuJIrI B cpenHeM 41,0 łłrrł M]4KpoopTaHz3lłoe e 1 cI43.
Kaacarqrre 6axrepułł,cocTaBJIfiJI]ł 37,30/o nłnxpo$nopr,r,
ncrłxorpoSsrnrte 19,00/o, a TeIIIJIoycTorźqrpsre 0,90/o. B
MoJIoKe o6odIqecrnleFIIIoro ceKTopa Tr{Tp coli cocraB-
nga 0,0001-0,00001, B MoJIoqHoM cBIpE,e oT u\tluBrl-
nyaJI6r{BIx rr,coTaB[]I4KcB 0,001-0,0001, ITanrł,łue roa-
IyJIa3onoJIoxt]4Te.łI]llb]x craSrnor<orxog s 1 cu3 xa -
paKTeprf3oBano 75,00k npo6 lłs o6o6rlecreneHHblx xo-
sgńcts u 67,20k npo6 las uHnlĄBIĄnyaJILIIoro ce,<Topa,

Milko K., Białliowska M . Nalłlrocka K. - Micro-
biological analysis of rnilk produced in large state
farms antl in intlividual ones in the Głlańsk provin-
ce.

Bacteriological examinations of 100 milk samples
taken from the corvs state farms and, 72 samolcs
frorn individual cowsheds weTe performed. Milk of
the state farms contained on an a\/e]^ape 50.6 mill-
ion of bacterial ,cells in 1 cms, acidifie bacteria
were in 17.50/o. osychroohilic in 18.10ń and hermore_
sistant in 2.3|o. In milk from individual farms
there were follnd:41 mil]ion of bacteria] ce]]s in
1cnrs including 37.30/o of acidifier bacteria, 19.00/o
of psychrophilic ones, and 0.9% of thermoresistant
germs. E. coli titer was 0.0001-0.00001 and thepresence of coagulase-positive staphvlococci was
noticed in 75% of the samples of milk fro;m the
state farms, and in milk taken from irrdividual
farms the data were 0.001-0.0001 and 61,2olo, res-
pectively.

1.

4.

5.
6.
7.

piśrrriennicts.o

cousins c. M.: xx Int. Dairy congr. Paris 60 ST, 1978.
Cog_hill, D., Jutfs H- S.: Arrst. .r. oiiry rechnol. rz, lso,
1979.

congr. Paris 61 ST. 1978.
ieuicż C., Stcl"uiaki W.: Mat.ploblemy higicny mleka w
,vI.19B1.
5

59. 56, 1979.
problclny źyW-n,

h 1974.

Adres autora: ingr Kryst_l:na Milko, ul. Falista 5B m. 26
B1-331 Gdynia.
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AIł

re są stosowane równocześnie w leczenir-r ludzi
i zwierząt,

W eelu wykrvwania zanieczyszczeń oraz
utrzymywania się antybiotyków rł, miodzie i w
syropie leczniczxJm wvkorzystvwana jest naj-
częściej metoda mikrobiologiczna, tzadziej me-
toda chromatoqraficzna, Metoda mikrobiolo-
giczna _- cy]inderkowo-płvtkowa, płytkowa z
użyciem baseników wgłebnvch umożliwia
iedynje wykrycie form biologicznie czynnych
antvbiotvków w badanym produkcie. Często
obserwowane wiązanie się antybiotyków z nie-
którvmi składnikami produktów pochodzenją
biologl'eznego. które prowadzi do obniżenia ak-
tywnoścj biologicznei antvbiotyku wpływa u-
jemnie na czllłość metody (3). W przypadktt
miodów należy Drzy tym uwzględnić hamują-
ce c]ziałanie na szczeoy testowe drobnclusl.ro-
ićl.ł substancji przecilvbźrktervjnvch wvsi(]Du-
iac_vch w miodach (2, 16). 7,wł,aszc7;l tzrxr. inhi-
binv (13, 25). Metody mikrobi(llogiczne wvko-
rzyStano m.in. do oZnaezaRla wyStępoWania

Bodonio nod wykrywoniem pozosłołości soli chotinowei
N - glukozylopollfunginy w miodoch

Instytltt Cholób zakażnych i Inlvazyjnych Wydziału Wete|ynaryjllego
u1. Akaclemicka 12, 20-033 Lublin

Wprowadzenie norvych antvbiotyków do te-
rapii chorób czerrvia i pszcz1ł łvv'maqa. poza
określeniem wrażliwości czynnika etioloqicz-
neqo na badany antvbiotyk. usta,]eniem wiel-
kości dawki, sposobórv podawania i oceny
skuteczności terapeutyczne,i rv chorych rodzi-
nach. również oznaczenia czasu utlzymvwanja
się ich aktywności w materiale stoso.,vanvm do
podkarmiania rodzin. możliwośei,przechor]zenja
i czasu utrz,ymywania sie antybiot.rku w mio-
dzie przeznaczonym do konsumpcji. W nrzy-
padku zanieczyszczenia miodu antvbio],ykąmi
zwłaszcza o długim okresie deeradacii jstnieią
uzasadnione obawy, Że mogą (]ne wywiera.Ć
niekorzystny wpłvw na o|oanizm człowieka. z
tych wzelędów FAO-WHO (4) postuluje ko-
nieczność okreś]enia ervcntualneqo zanieczysz-
czenia miódów konsunrpcyjnvch antvbiotvka-
mi i usta]enia czasu karerrcji tvch zv,ziazków.
Ten pclstulat dotyczv antybjotv]<ów <l szclro-
kinr spelitfum działania lrłtl clłrrginr okresie
degradacii, szczegó]nie zaś antvbiotvków, któ-
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oraz degr-aclac,ii w miodzie względnie w syropie
cukrowvm antvbicltyków z g,tupy tetracvklin
((), 7, 74, 17, 21), penicvlinv i streptomycyny
(4, 17), ervtlomvcynv (14), amfotervcyny B i
nvstatyny (11).

Metocly iczne.
i spektroI umożli,obecności gicznie

wykorzy-
fonamidów

i:xi,*3:ł
polifungin (20). Metodę fluorometrvczną wpro-
wadzonó do oznaczania poziomu tetracyklin w

niem i dystr-/bucią nystatyny w organlzmle
zwterząŁ.

Uzyskanie pozytvvlnych wvników w bada-
niacń nad stoiowańiem soli cholinowei N-glu-
kozvlopolifunginy (antl,biotvk tetraenowy typu
nvsiatynv) w--leczeniu grzvbicv otorbielakowei

"Ź"r*i^'§szczały 
miodnei (9, 10, 11, 12) bvło

nia od z on,,7ch

ant za io diłw-
ki. i sto tybio-
tyku.

Materjał i,metody

dy),

W badaniach chromatograficznych i spektrofotome-
trycznych stosowano próbki mio_dg ry ilości 30 g za-
wierające od 0,5 do 30,0 ug/antybiotyku na 1 g miodu
otaz bez antybiotyku, któr_e ekstrahowano S-krotnie
aikoholem mót;,16*"* 1r h;, taZdorazowo w ilości
30 ml. Uzyskane ekstrakty po połączeniu wirowano
(2500 X g),
do objęto
do dalszy
roztwory
metanolu

W metodzie chromatografii cienkowarstwowej sto-
sowano układ r,ozwijający o składzie chlorotorrn : me-

tanołowym mic,du,
Oznaczenia ilo.iciolve zawartości antybiotyku rv ba-

danym materiaie pr,zc1.l w oparciu o pomia-
ly powierzchni planr irr), rozwijając rów-
ińcŹeśni" z br.danyrni Loztwory antybioty-
ltu o znanym stęzeniu nan zone na chromatogram lł,
iiie.,tycrr,,ycr, iloŚciach co strakty próbek badanych,

ofot,onretryc
analizie naT'",['"# ]

straktów miodu bez antybiotyku.
Badania and możli-wością zanieczyszczenia mjodu

przeprowadzono na miodach, które pochodziły z:
7 r' pla-
op z czte,

nie ącym
500 lu,b 1000 mg antyhiotyku/250 mł,

- 27 tcld,ztn chory,ch na grzybicę otorbie,lakową, w
których antybiotyk w d /250 m1 stosowa-
no w formie bezpośre kiwania chorego
czerwia, dwukrotnie i w odstępach 5

dni.

nD,i l J!)
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Pt,ólrki do bac]ari poclrorlziły z plastrów magazy-
nowyclr z miodelłr otaz z zupasów miodlr z plastr,ów
sąsiadujących z plastrami, na któr,ych był usytuowa-
l)y cz€r\\r Ieczony. jU.iód pobierano przed leczeniem
or,.1z po 5, 10 i 15 dniach po leczeniu. Ponadto pobie-
rano do badań miód z plefwszego rniodoblania. Do
badań włączoncl próbki miodu z pierwszego miodobra-
nia po leczeniu z 90 r,odzin chorych, w których an-
tybiotyk stos,otvano w dąwce lecznlczej (i00 mLg/ż5C m1)jednorazowo (30 rodzin), dwukrotnie (30 rodzin)i czterokrotnie w odstępach 5-dniowych w formie
opryskiwania chorego czer ach, Kontrolę
stanowił miód z pasiek nie którego przed
rozcieńczeniem (metoda mi ) ]ub ekstrak-

Zna) dodano sól cholinową
ilości o,d 2 do 20 jig bu-
zawierający od 2 do 20 j

Wyniki i omówienie
W leczeniu grzybicy otorbielakowej azelwia

cią dla czerwia i pszczoł, są nierozpuszczalne w
wodzie, co utrudnia ich stosowanie w formie
podkarmiania lub opryskiwania, posiadają dłu-
gi okres degradacji w miodzie i są stosowane
w ]eczeniu grzybic ludzi i zwierząt gospodar-
skich.

Só1 cholinowa N-glukozylopolifunginy dobrze
rozpuszczalna w wodzie w-ykazui e wyŻszą ak-
tywność w sto'sunku do ,4. apis w pofównaniu
do amfoterycyny B i nystatynv (10), ,iest ma-
ło toks;rczna dla czerwia i pszczo! i w prze-
waza,iącei liczbie przypadków przyczynia się
do ]ikwidacji choroby i ie,i nawrotów (9, 11).
Jest ona stosowana przy tym wyłącznie w te-
Iapii grzybicy otorbielakorve,i, przez co speł-
nia od dawna wysuwany postulat o niewpro-
wadzaniu do lecznict w a. zwierząt antybiotyków
stosowanych u lu.dzi. Niemniei iednak, ze
względu na dość długi okles degradacii w mio-
dZie, któr,y w 34'C w)Inosi okrlło 33 dni, w
1B"C do 3 miesięcy (1r), istnieie teoletyczna
możliwość zirnieczvszczenia miodu antybiotv-
kiem stosow.rnym w dawkach leczniczvclr,

W celu wykazania, czy plzy stosowane,,i luc-
Łodzie leczenia i dawkaclr antybiotyku ma
mieisce zanieczyszczenie n-iiodu konsumpc.yj-
nego antvbiotvkiem, podięto badania nad do-
borem metody okreslania p{)zostałości soli
cholinowei N-glukozylopolifunginy w miodzie.
Badania wykazaly dość wyr.aźne róznice w
czułości stosowanych metod. W metodzie mi-
krobiologicznei wykr.ywano 2,0 j soli cholino-
wej N-glukozylopolifunginy r,v 1 g miodu i 1,0
i antybiotyku w 1 ml bufolu fosforanowego.
Ogrzewanie próbek na łaźni wodnej przed
przystąpieniem do oznaczeń powodowało inak-
tvwacię substancji o działaniu przeciwbakte-
ryinvm zawartych w miodzie, przez co wyklu-
czało ich działanie hamuiące na szczep referen-
cyjny S. cere,--isiae (5, B, 13, 22, 25), Za duZą
powtarzalnością metodv mikrobiologicznei prze-
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mawia fakt uzvskanych 1000/o rł,vników dodat-
nich z próbkami miodów, które zawierały 2,0 j
antvbiotyku/g. Jednakże w odosobnionych
przvpadkach podłoże hodowlane przerastało,
od strony baseników z miodenr, drobnoustro-
iami, które zanieczyszczają miód i są oporne
na działanie antybiotyków polienor,vvch. w
miodach wvstępuią grzvby osmofllne oTaz
drobnoustroie r-odzaiu Lactobacżllus i pseudo-
monas (5). Ze względu na fakt, że zahamowa-
nie wzrostu S. cereuisżae moze nastąpić pod
wpłvwem innych antybiotvków (nystatyna,
amfoterycyna B), wskazane iest rrzvcie w meto-
dzie mikrobiologicznej iako szczepu referencyi-
nego mikroorganizmu o dużej wrazliwoŚci na
só1 cholinową N-glukozylopolifunginy, mnie_j-
szei na inne antybiotyki polienowe. Choinow-
ski i wsp. (3) w metodzie mikrobiologicznei
przy określaniu wchłanialności polifunginy i
nystatyny, ich trwałości w sokach trawien-
nych, płynach ustrojowych i homogenatach
tkanek stosowałi S, cereuisża.e i Kloeckera apź-
culata o różnych wartościach MIC clla bada-
nych antybiotyków.

&''' i:; .;::

Ryc. 1 Chromatogratrr cienl<owarstwowy na żelu
krzemionkorvym lvywołany tldczyntrikiem cerowyrt
1. - rrriód*sói clro]ino,wa N-glul<ozyJ.opolifunginy
(10 ,i,g), 2. - miód badany, 3. só1 cholinorł,ir N-glu-

kozylopolifunginy (4 j/m1)

Na chromatogramach w zelu lczemionko-
wym w badanym układzie najszybciej przesu-
wały się składowe soli ,cholinowej N-gluko-
zylopolifunginy, które dawały 3-4 zlewające
się ze soibą plamy (ryc. 1). Ptzewyższały one
zna:cznie szybkością przesuwania składników
miodu, które rnimo stosowanej metody ekstrak-
cji przechodziły do ,ekstraktu. Ich obecność nie
intereferowała jednakże z antybiotykiem i dla-
tego ekstraktów nie \oczyszczayvo na sici.e mo-
lektrlarnyrn (14). Często obserwowane na chlo-
matogramach ,,ogonowanie plam" mogło wią-
zać się z rriejednorodnością antybiotyku, nie-
całkowitym jego oczyszczeniem, względnie czę-
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ściową degradacją w miodzie. Stosowana w
terapii i w badaniach sóI cholinorva N-glukozy-

wadzenie oznaczeń i1,ościowych,

rowały z widmem
niach nad pozostal 

.

dach stosowano 1

chromato§rafię cicnkowarstwową.

próbkach miodu z plastrów zaczerwionych u-
sytuowanych w sąsiedztwie plasttow z leczo-
nym czerwie,m. Jedynie w nriodzie z plastrów
przylegających clo plastrów z ,czerwiem opryski-
wałyń antybiotykiem przy zastosowaniu dzie-
sięciokrotnie wyz,szej dawki od dawki leczni-
czej (1000 rngl250 ml) po 5 i 10 dniach po za-
biegu w 107o próbek mi,odu wykazano obecność
antybiotyku. Do zanieczyszczenia miodu doszło
naj,prawdopodobniej w trakcie opryskiwania
cZeIwla.

Wnioski
1. Metoda mikrobiologic:zna i metoda chro-

matografii cienkowarstwowej mogą znależć
zastosowanie do wykryw_ania soli cholinowej
Nglukozylopolifunginy w miodzie,

2. W oparciu o te rnetody nie stwierdzono
obecności soli cholinowej N-glukozylopolifun-
giny w miodzie z pierwszego miodobrania z
rodzin, w których antybiotyk stosowano jed-
oo-, d,wu-, lub czterokrotnie w dawce 100
mg/250 mł syropu w formie opryskiwania cho-
rego czeT,wia na ,płastrach.
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}lcclelotaĘilff iló
o6rrapyrxlrrannio ocTaTKon xoJlrłrroroft co.1ur N-rlror<o-
srłłnolnfiyrrrl{Ha B MeAax.
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20.

2l.

2oo 35o Ąń

Ryc. 2. Widrno w nm wycią-
gu metanolowego soli choli-

n,owej
],(3 lpynnbl retpagiroe) B MeAax T43 JleqrMLIx ceMeżcrs,

Przy siosowanych dawkach ]eczniczych soli , xóropsrx oTM€qaJIc.E llepll]]4cToMJ.{xos pacnno4a. B

cholinowej N-glukozylopolifunginy w formie
opryskiwania Ćhor,ego czerwia na plastrach
nie stwierdzono obecności antybiotyku w rnio-
dzie z pierwszego miodobran a po leczeniu,
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JlJlJIr B 120oC 1(]-15 Mr{lIyT nocJle orlpbrcKallfifi fiJlr{ToK
LleplreBLIM peaKTrlBoM. Cnexrpo@oroMeTpr{qecKuń arra-
JII{3 IIpoBeJIr{ Ha cnextpcQoToMeTpe UV-VIS-Specord
n o6nacrlr 2!5-350 nm. Ha oclioBe r,lrrxpo6rororrł,łec-
Koro MeToAa ,{ MeToAa torłxocnol,itłoż xpolłanorpa$rlł
Ire n.oKasaJlr{ :r.alLrIlłufl xołzHosoż co;rrł N-rnIoxo3rł-
nollł$yurrrła B ToBapHoM MeAe r13 IIepBoTo on6opa ue-
Aa llocne Jleqellj4fl ,{ B 3anacax MeAa B 3ace"EllHblx
coToB, pacnoJlox(el{rlE]x sllltlzu coroB c JleI{I4MbIM pac-
llJIoAoM rłs ceMer)icre ,an1,1u6ł,totur B KoTopblx IlpilMel]f-
JIrr oAHoI{paTHo, AByx- ]4JIl qeTbIpexKpaTrto B Ao3e
100 rrłr (ŹOO OOO,',rra 250 ltn caxap,Horo cnpo,ua (500/o)

B BrIAe onpblcKlBaura 6onsiłoro pac,nJloAa Ha coTax.

Gliński Z., Chmielewski M, - Stutlies on the detec-
tion of clroline salt of N-glucosylpolifungine residues
in honey.

The authors compared the usefulness of three
rnethods: microbiological method, thin layer chroma-

tography and spectroplrotometry for the detection of
choline salt of N-glucosylpolifungine (a tetraene an-
tibiotic of nystatin type) in honey from chalk brood
infected families cured with the antibiotic. In the
microbiological method (agar cup plaLe nlethod) witlr
the use of Sabouraud's agar, (pH 6.5) Saccharomyces
cerevńiae (MIC:1.0 iu per.one ml) was used as a
reference strain. Thin Iayer chromatography was per-'
formed on silica ge1 in chlorofornr : metanol : water
(30:18:4). Chromatograms were revealed at 120oC for
10-15 rnin after spraying with a cerium reagent,
Spectrophotometric analysies was done on UV-VIS-
-Specord spectrophotometer at 275-3'J0. nm. On the
basis of nricrobiologicai and TCL determinations no
lesidl-:es of choline satt of N-glucosylpoiifr-lngine were
found in honey from the first supering after treat- -

meni and honey storages in combs rvhen the antibio-
tic wa,s used one-four ti,mes at 5 days intervals at a
dose of 100 mg (200 000 iu) per 250 ml of sucrose solu-
tion (507o) sprayed over sick brood on combs.

CHOROBY ZAK^ZNE I INWAZYJNE
KONRAD MALIC,KI, ELZBIETA MALICKA, MARCIN WA,WRZYNIEC BAŃE,UBłĄ

Zoslosowonie mikroskopii eleklronowe! w fozpoznowoniu
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Opracowanie szybkich metod oczyszczania i
zagęszczania wirusowych zawiesin i wprowa-
dzerrie technik umożliwiających szybką iden-
tyfikację wirusa, sp,owodowało szersze zasto-
sowanie mikroskopii elektronowej w wiruso]o-
gicznej diagnostyce (B, 72, 36, 43). W latach
siedemdziesiątych, -w kompleksowych bada-
niach etiologii biegunek zastosowano - obok
innych metod - ró;wniez mikroskopię eleĘtro-
nową (14). W kale lub w treści jelit noworod-
ków i osesków, chorujących z objawami gwał-
townej biegunki spontanicznej lub doświad-
czalnej (10, 15, 16, 23, S3), lub w błonie śi,,t-
zowej jelit takich zwrcrząt (5, 6, 26, 27, 34)
wykryto no,we enteropatogenn,e czynniki etio-
logiczne wirusowej natury. A mianowicie: ro-
tawirusy iudzi (1, 7, l4), cieląt (2, 24), prosiąt
(20, 25, 29, 4I) i innych gatunków ssaków i
ptaków, astrowirusy ludzi (18, 22), bydła (cyt.
13) i owiec (35), parwowirusy ciełąt (3B) i psów-
(40), uzupełniając listę znanych już enteropa-
togenny,ch wirusów, takich jak: koronawirusy,
enterowirusy, adenowirusy, togawirus, kaiici-
wirus i inne.

W ostatnich latach rozwinięto w wiełu kra-
jach intensywne badania nad rotawirusami. W
Polsce brak do tej pory badań nad rozpow-
szechnianiem 'rotawirusów u ludzi i zwieTząt,
Celem przedstawionych badań było:

1. Opanowanie laboratoryjnych metod nie-
zbędnych do prowadz,enia diagrrostyki i roz-
winięcia eksperymentalny,ch prac nad rotawi-
rusowyrni zakazeniami u zwierząt.
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2. Przeprowa,dzenie wstępnych obserwacji
nad występowaniem rotawirusów u. zwterząt
gospodarskich w naszym kraju.

Mateliał i metody
Zwierzęta. Badano chore lub .paidłe kilkudniowe

prosięta i cielęta wykazujące objawy biegunki, nad-
syłane do Instytutu w celach Tozpoznawczych. Pro-
sięta pochodzlły z: termy N M, - 15 szt. (nr P1 -P9, P15 - P20); PGR S. - 5 szl. (nr P25 - P29);
PGR N. - 5 szt. (rrr P3O-P34). Cielęt,a po,clro,dzi-
ły z: PGR P. - 3 szt. (C1 -C3); RZ,D B, - 5 szt.
(nr C4 - CB).

Technika pobierania materiału. Treść jeli,ta cien-
kiego uśpionych lub padłych ,zwietząt pobierano strzy-
kawką z igłą, wielokrotnie przepłukując jałowym bu-
lorowym roztworem tizjologicznym (PBS), po,dwńązane
odcinki jelita cienkiego. Część mat,eriału przekazy-
wano do badania bakteriologiczftego, a reszltę prze-
trzymywano w zamtożertiu (temperatula - 18oC), do
czasll oł:róbki, Odmrożone próbki o objętości
5-10 ml przygotowywano do badania w mikrosko-
pie elektronowym.

O,czyszczanie i zagęszczanie wirusa. Postępowanie
wzorowano na metodzie Englanda, Freye'a i En-
righńa (10). Polegało ono na wstępnynl oczyszezaniu
materiału przez wirowanie z szybokością 3000 obr/min.
przez 15 rnin,, a następnie wirowaniu supernatantu
w ultrawirów,ce VAC-601 (25 000 g przez I5 min., ro-
tor kątowy 8X35). Stlpernatant wykorzys'tywano po-
nownie do końcowego. ultrawirowania w VAC-601
(100 000 g przez 1 h, rotor kątowy BX11). Po usunię-
ciu supernatantu osad zawieszano w 0,2 ml wody
pordwójnie destylowanej. Dodawano równą obję,tość
40/o roztworu soli so,do,wej kwasu fosforo-wolframov/e-
go (PTA-Na), o FH 6,3 i materiał nanoszono na siat-
ki pokryte błonką formwarową i napylane węglem.
Część materiału od pr,osiąt z PGR N. i od pr,os-iąt
z fermy N. M. po,ddawano eterowej ekstrakcji, Pole-


