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Manunosckast A, Ilonnenbeprep A. — BiaugHmue npu-
MEHEeHM:A CcMecy B KopMieHuM YOOMHBIX TeJIAT Ha
AKTUBHOCTL aJiaHudaMuHonenTtunainl (AAP) B CbIBO-
POTKE M MOYE TEeJAT

Wccnenopanmue AKTUBHOCTM aJIaHMIIAMUHOMIEIITUA3EI
IpoBeay B 3 BO3PaCTHBIX TIPyHNNax CKOTa, HACIYUTLI-
BaromMx mo 10 roxoB. Jaa McClIeNOBAHMMA MCHOJL30-
BaJyl CBIBOPOTKY KPOBM ¥ MOYY TeJodeK, ObIYKOB U
MOJIOYHBIX KOpoB. CBepx Toro muceaemoajy 20 Obri-
KOB, pa3feJIeHHBIX HA 2 paBHbIe TIPyINbl. IIOAOIBIT-
Has Tpynma moJydasa Kak mobaBKy K KOPMY BUTAMMH-
HO-MMHEPAJNBHYI cMech Monomix B TedeHue 120 auert,
Y 9TMX XKUBOTHBIX KPOMe WMCCIeJOBAHUA aKTUBHOCTU
9H3UMa B CbIBOPOTKE M MOUe ONperelAln TaKKe COo-
nepxRaHMe IOoJHOTO 6Oeslka M ero (pakumili B ChIBO-
pPOTKE,

Ha ocHoBe pe3yJsibTAaTOB IIPOBEAEHHBIX MCCJIENOBAHBUINA
MOIKHO KOHCTATUPOBATh, 4YTO CLIBOPOTKAa CKOTa IIOKa-
3pIBaeT HeBONBINYI0 AKTMBHOCTL aJaHUJIaMUHOIIEIITHU-

Ja3bl CYLIECTBEHHO IIOHMIKAKIIYIOCH C BO3PACTOM KMU-
BOTHBIX, ¥ yOOMHBIX TENAT OTHETJIMBOE IIOHUIKEHME
HabaonaeTcas ocobeHHO B IIOCHIEHUI CPOK MCCIEN0-
BaHMA. AKTHBHOCIB 9TOI'0 9SH3MMA B MoUe YyOOMHBIX
TEJIATh OK., 2-KPATHO BBIILE YEeM M TEeJOYeK M MOJIOH-
HBIX KOpPOB. Ilocie 30 guelt 3ajaBanmsa yOOUHBIM Tend-
THM cMecu Monomix axtusuocTb AAP B ux Moue
pacreT, IIpMMeHeHre cMecy He BBI3BAJIO CYLIECTEBEHHBIX
M3MEHEHMII B TIPOTEMHOTPAMME CHIBOPOTKM YOOMHBIX
TeJAT.

Malinowska A., Schollenberger A. — The influence of
Monomix (feed) used in the nutrition of calves past
the vealer stage on the activity of alanylaminopepti-
dase in the serum and urine

The activity of alanyloaminopeptidase was tested on
three age groups of cattle, each containing 10 animals.
The serum and urine of calves, young bulls and
milking cows were used. In addition, the examinations
were performed on 20 young bulls divided into 2
groups. A control group was being given as a supple-
ment Monomix (mash with vitamins and minerals)
for 120 days. In this group, apart from the enzyme
assay, the content of total protein and its fractions
were tested. It was found that alanylaminopeptidase
in the bovine serum was not very active and de-
creased along with the age of animals. In calves past
the vealer stage its concentration was considerably
lower in the last term of examination. The activity
of the enzyme in the urine of the animals was twice
higer than in female calves and milking cows. The
activity of alanylaminopeptidase following Monomix
feeding increased in animals after 30 days its em-
ploying. The usage of the mash did not cause any
essential changes in the proteinogram of the sera
coming from calves after the vealer stage.
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Metody oznaczania wielkosci przestrzeni wodnych

W Zywym organizmie

Katedra Fizjologii

Zwierzat Wydziatu Zootechnicznego AR,

ul. Dr, Judyma 6, 71-466 Szczecin

Woda stanowi niezbedna, niezastgpiong czese
sktadowg kazdego zywego organizmu, speinia-
jac w nim szereg bardzo waznych funkcji. Petl-
ni ona role rozpuszczalnika, uczestniczy w pro-

esach trawienia i wchitaniania, stanowi $rodo-

wisko przebiegu reakeji biochemicznych i dy-
socjacji elektrolitow. Weda przenika swobodnie
przez blony komorkowe, stanowige czynnik in-
tegrujgcy kazdy zywy organizm.

Catkowita woda — TBW (Total Body Water)
zawarta w organizmie zwierzecym podzielona
jest przez blony komorkowe na szereg prze-
strzeni ptynowych, do ktérych nalezg plyny: po-
zakomoérkowy i wewngtrzkomérkowy.

Plyn pozakomérkowy stanowi srodowisko ota-
czajgce kazdg Zywag komorke, wymieniaijges z

nim wszystkie pobierane i wydalane substan-
cje. Jego sklad zblizony jest do tego, jaki ist-
nial w wodzie pierwotnych oceandéw, z ktorych
wywodzg sie organizmy zwierzece. Plyn poza-
kemorkowy  jest heterogenny, w  jego sktad
wchodzg nastepujace fazy: a) szybkowymienial-
na — skladajgca sie z osocza krwi i ptynu mie-
dzykomorkowego, b) wolnowymienialna — obej-
mujgca plyn tkanki tgcznej. Wymienione 2 fa-
zy s3 czesciami skladowymi czynnej przestrze-
ni pozakomorkowej. Szczegdlnym rodzajem ply-
nu pozakomoérkowego jest plyn transcelularny
znajdujacy sie w przewodzie pokarmowym, dro-

gach moczowych, jamach surowiczych, komorze

oka. Do plynu transcelularnego zalicza sie tak-
Ze plyn mézgowo-rdzeniowy. Plyn transcelular-
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ny nie znajduje sie w prostej rownowadze dy-
tuzyjnej z osoczem krwi. Roéwnowaga ta jest
zachowana dzieki aktywnym mechanizmom
transportowym. Na podkreslenie zasiuguje zna-
czenie plynu zawartego w przewodzie pokar-
mowym, poniewaz w stanach patologicznych
znaczna czes¢ plynu pozakomoérkowego moze
znajdowa¢ sie w rozciggnietych petlach jelit.
Ptyn wewngtrzkomorkowy — ICF (Intra-
cellular Fluid) wypelnia wnetrze wszystkich zy-
wych komorek organizmu, oddzielonych od sie-
bie blong polprzepuszczalng, swobodnie prze-
nikliwg dla czgsteczek wody. Miedzy plynem
zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowym istnieje stan
rownowagi dynamicznej. Procesy wymiany wo-
dy miedzy poszczegélnymi przestrzeniami or-
ganizmu zachodzg z duzg szybkoécig. Zmiany
zawartosci wody w poszczegolnyceh przedziatach
plynowych uwarunkowane sg nie tylko proce-
sami osmotycznymi, ale i wymiennymi. Pod-
kresdlic nalezy tu role tzw. wewnetrznych pro-
ceséw cyrkulacyjnych. Zalicza sie do nich pro-
cesy zachodzace w naczyniach wlosowatych
(mechanizm Starlinga), krgzenie plynow prze-
wodu pokarmowego oraz filtracje i resorpcje
zachodzace w nerkach. Procesy te zachodza bez
naruszania objetosci osceza, przy decydujacym
udziale plynu miedzykomoérkowego. Zdaniem
wiekszosci badaczy, glownym ezynnikiem kie-
rujacym ruchem wody miedzy poszczegélnymi
przedzialami plynowymi jest cisnienie osmo-
tyczne. ,Kontroluje” ono rozmieszczenie i ilogé
plynu w przestrzeniach wodnych organizmu.
Pierwsze ilosciowe, dosé doktadne oznaczenia
zawartosci wody calkowitej w organizmie lu-
dzi i zwierzat przeprowadzone zostaly w polo-
wie XIX wieku, Owczesni badacze stosowali
bezposrednig metode wysuszania calego orga-
nizmu w temperaturze 100°C do stalego cieza-
ru. W celu rozwiazania szeregu fizjologicznych
1 klinicznych problemow zwigzanych z gospo-
darkg wodno-mineralng zywego ustroju, ko-
nieczne stalo sie jednak opracowanie metod
pozwalajagcych na przeprowadzenie szybkich,
dokladnych i bezpiecznych badan in vivo. Sze-
reg metod odpowiadajgcych wymienionym wy-
maganiom zostalo opracowanych i opartych na
zasadach rozeienczania znanej ilogei substancii
testowe]j. Zasada ta zaproponowana w 1915 r.
przez Rowntree, Keitha i Geraghtyegso wyrazo-
na zostala w postaci wzoru: V=S/C, gdzie
V = przestrzen, w ktorej ekwilibruje substan-
cja testowa, S =ilos¢ podanej substancji, C =
= stezenie substancji w osoczu po zakonczeniu
okresu ekwilibracji. :
Szczegolne wlasciwosci blon komérkowych
organizmu pozwalajg na dobranie okre$lonych
substancji rozcienczajgcych sie réwnomiernie
tylko w osoczu krwi, plynie pozakomarkowym,
lub w calej ilosci wody zawartej w ustroju.
Substancje uzywane do mierzenia wielkosei
poszcezegolnych przestrzeni wodnych musza
spetniaé szereg warunkow: nie moga byé tok-
syczne, podlega¢ szybkiemu i réwnomiernemu
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rozcieniczaniu w okre$lonych przedziatach ply-
nowych, nie moga wplywaé na rozdzial wody
na poszczegOlne przestrzznie, nie mogsg ulegaé
metabolizacji w ustroju (w czasie trwania testu),
nie moga ulega¢ szybkiej eliminacji z organiz-
mu, muszg by¢ tatwo i dokladnie oznaczalne w
plynach ustrojowych.

Do oznaczania catkowitej ilosei wody w or-
ganizmie stosuje sie:

a) tlenek deuteru (D,0) — zdaniem wielu
autorow (38, .39, 50) zwigzek ten (zblizony bio-
logicznie i chemicznie do H,0) pozwala najdo-
kiadniej zmierzyé objetos¢ wody zawartej w
zywym organizmie, Zaletg D,O jest bardzo
szybko dyfuzja przez blony komérkowe, trwa-
jaca w przypadku Swinek morskich 9 minut,
krolikow 8-—13 minut, a psow 15—20 minut.
Nieco dluzej trwa rozprzestrzenianie sie tlenku
deuteru w organizmie ludzkim (60 minut). Ner-
ki ssakow nie majgq zdolnosci do koncentrowa-
nia D,0, tak ze jego stezenia w moczu i osoczu
sg identyczne (50). Eliminacja tlenku deuteru
z organizmu jest bardzo powolna, u ludzi po-
lowa wprowadzonej dawki zostaje wydalona
dopiero po uplywie 9 dni. Po wprowadzeniu
D,O do organizmu nastepuje wymiana pewnej
ilosci atomow deuteru na atomy wodoru, dla-
tego tez przestrzen deuterowa jest o okolo 0,5—
2% wigksza od rzeczywistej zawartosei wody w
ustroju. Jak dowiodty badania Schloerba i wsp.
(38), nie wiecej jednak miz 5% wprowadzonych
atoméw deuteru ulega przemianom wewnatrz
organizmu. Podsumowujge, mozna stwierdzié,
iz metoda deuterowa powinna byé¢ uznana za
referencyjng w stosunku do innych metod ozna-
czania objetosci wody catkowitej w zywym or-
ganizmie. Powszechne jej stosowanie uniemozli-
wia jednak konieczno$¢ posiadania specjali-
stycznego i z reguly bardzo kosztownego sprze-
tu,

b) tlenek trytu -— THO (17, 25) — wlasci-
woscl tego zwiazku zblizone sa generalnie do
D,O, ulega on jednak wolniejszemu rozprze-
strzenianiu sie w organizmie,

¢) antypiryne (12, 15, 19, 30, 33) — substancje
te stosuje sie powszechnie do oznaczania za-
wartosci wody catkowitej w organizmie zwie-
rzat gospodarskich i laboratoryjnych. Jej zale-
tami sg: tatwos¢ dozowania (zarowno per os,
jak 1 dozylnie), szybka dyfuzja przez blony ko-
morkowe i nieskomplikowane oznaczanie w
plynach ustrojowych. Antypiryna przenika jed-
nak w duzych iloSciach do zwacza, co prak-
tycznie uniemozliwia jej uzycie do oznaczania
cbjetosci wody calkowitej w organizmie prze-
zuwaczy w wieku powyzej 3 m-cy (12, 33). U
zwierzat tych mozna stosowaé w tym celu N-
-acetylo-4-aminoantypiryne (34). Sporadycznie
obserwowane sy takze objawy alergii poanty-
pirynowej. Zdaniem niektorych autorow (18, 30)
metoda antypirynowa powinna zostaé uznana
za Metode rutynows, pozwalajaca szybko, wy-
starczajgco dokladnie i przy niewielkim nakla-
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dzie kosztow okreslic zawartosé wody calkowi-
tej w zywym ustroju,

d) mocznik (4, 14 32) — zwiazek ten bedacy
»haturalnym” skladnikiem Zzywego organizmu
pozwala na dokladne zmierzenie zawartoéci wo-
dy catkowitej, przy uwzglednieniu ilogei wy-
tworzonej w ustroju i wydalonej przez nerki
W czasie wykonywania oznaczenia.

e) etanol (13, 21, 47).

Zawartos¢ wody calkowitej w zywym orga-
nizmie byta przedmiotem badan wielu autoréw
(12, 14, 15, 17). Uzyskane wyniki wynosilty
srednio 60% masy ciala, wykazujac jednak dosé
znaczne wahania (od 45 do 72% m.c.; przyto-
czone dane dotycza osobnikéw dorostych). Do-
swiadczenia przeprowadzone na bardzo miodych
i miodyeh zwierzetach oraz noworodkach i dzie-
ciach dostarczyly danych jednoznacznie $wiad-
czacych o znacznie wiekszej procentowej za-
wartosci wody w nowo narodzonym i rozwija-
jacym sie organizmie (75—85% m.c.) (11, 34,
37, 39). Ogédlnie przyjmuje sie, ze procentowa
zawartos¢ wody w organizmie samcow jest
nieco Wyzsza niz u samic, co zwiazane jest ze
stopniem rozwoju tkanki tluszezowej i mies-
niowej (11, 28)., Odmienne wyniki uzyskal w
swych badaniach (przeprowadzonych na ow-
cach) English (9).

Podczas gdy calkowita ilos¢ wody w orga-
nizmie daje oznaczyc¢ sie wymienionymi wyzej
metodami z duza dokladnoscia i powtarzalnos-
cig, o tyle pomiar objetosci plynu pozakomér-
kowego (ECF — Extracellular Fluid) stwarza
wiele probleméw. Wynikajg one stad, iz uzy-
wane do pomiaru objetosei ECF substancije
roznia sig¢ miedzy soba zdolnoscia rozZpuszezania
W plynie miedzykomorkowym i osoczu, stop-
niem wydalania, a niektore z nich moga prze-
nika¢ tez w pewnych stanach patologicznych
przez blony komoérkowe (10).

Metody oznaczania zawartoéci plynu poza-
komérkowego w zywym organizmie podzielié
mozna generalnie na dwie grupy:

a) oparte na wykorzystaniu substancii nie-
elektrolitowych o charakterze cukrowcow, jak:
inulina (2, 15), sacharoza (27), glukoza (5, 48),
mannitol (26) oraz tiosiarczan sodu (7, 34).

b) oparte na wykorzystaniu rodankéw (6, 29,
35), bromkow (8), zelazocyjankéw (51, 52), ra-
dioaktywnych bromkéw (44), siarczanéw (42,
43) oraz chlorkéw (37). Substancja majezesciej
i najchetniej uzywana byly i sa rodanki, a
szezegblnie rodanek sodowy, ze wzgledu na je-
go absolutng nietoksycznoéé (w stosowanych
dawkach), szybkie rozciericzanie sie w plynie
pozakomérkowym, wolne eliminowanie z ustro-
ju, a takze bardzo latwe oznaczanie w osoczu
za pomocg reakcji z jonami Fet? (18, 46). Me-
toda rodankowa nie jest jednak wolna od pew-
nych niedostatkéw. Rodanki w niektérych sta-
nach chorobowych przenikaja do komérek, co
powoduje znaczne zawyzenie uzyskiwanych wy-
nikéw (18). W warunkach fizjologicznych wni-
kaja one do komérek watroby i erytrocytow

oraz Wwigzg sie z albuminami osocza (15, 46).
Dlatego tez metoda rodankowa nadaje sie szcze-
gélnie do wykonywania kolejnych oznaczen za-
wartosci wody pozakomoérkowej u tych samych
osobnikéw (29, 46).

Interesujgcym, waznym i jeszeze nie do kon-
ca wyjasnionym problemem jest to, ktéra z
dwu wymienionych grup substancji ,,cukrow-
cowa’ czy ,elektrolitowa” pozwala na okresle-
nie rzeczywistej zawartosci plynu pozakomor-
kowego w organizmie. Substancje z grupy cu-
krowcowej i tiosiarczan sodu rozcienczaja sie
bowiem jedynie w osoczu oraz plynie miedzy-
komorkowym, tj. w szybkowymienialnej fazie
przestrzeni wodnej pozakomérkowej, tylko nie-
wielkie ich ilo$ci wnikajg do wldkien tkanki
lgcznej. Izotopy chloru, bromu, a takze bromki,
rodanki i zelazocyjanki ,,obejmujg swym dzia-
laniem” takze wlékna lgcznotkankowe, co po-
woduje, ze objetos¢ plynu pozakomoérkowego
obliczona przy ich zastosowaniu jest od 5 do
10% masy ciala wieksza od przestrzeni substan-
cii z grupy cukrowcowej,

Objetose plynu pozakomérkowego w organiz-
mie zwierzecym wynosi $rednio 200—250 ml/
/kg masy ciala (9, 15, 29), Dane te dotycza osob-
nikow dorostych. Zdecyvdowana wiekszosé au-
torow prac dotyezacych wielkosei przestrzeni
wodnych Zywego organizmu zgodna jest co do
faktu wysiepowania u nowo narodzonych oraz
rozwijajacych sie ludzi i zwierzat znacznie
wiekszej procentowej zawartosei plynu pozako-
morkowego w poréwnaniu z osobnikami do-
rostymi (10, 16, 34, 87, 42, 43). Uzyskane w ba-
daniach ww. autoréw wyniki wahaja sie w gra-
nicach od 300 do 400 ml ECF/kg masy ciala.
W przeciwienstwie do réznic w % zawartosei
wody catkowitej u osobnikow meskich i zen-
skich, wzgledny udzial plynu pozakomoirkowego
W organizmie nie wydaje sie byé zwiazany z
plcig (8, 35), Stwierdzono natomiast wyrazng
ujemng korelacje miedzy objetoscig (ml/kg)
plynu pozakomorkowego a stopniem otluszeze-
nia organizmu (35).

Bezposrednie oznaczenie objetosci plynu we-
wnatrzkomorkowego jest niewykonalne. Ko-
niecznym okazuje sie okreslenie objetosei wody
calkowitej organizmu i objetosei plynu poza-
komorkowego. Roznica miedzy tymi wielkogcia-
mi dobrze obrazuje objetos¢ przestrzeni wodnei
wewnatrzkomorkowej.

Objetos¢ osocza — PV (plasma volume) ozna-
cza si¢ najezeSciej w oparciu o metody barwni-
kowe z zastosowaniem blekitu Evansa (T-1824)
(11, 24, 53) i blekitu Geigy (31). Obecnie coraz
czedciej uzywane sg substancie o charakterze
koloidalnym jak alkohol poliwinylowy (20),
dekstran (22), a takze bialka znaczone izotopa-
mi jodu, np. albumina J-131 (45) oraz erytro-
cyty znakowane radicaktywnym chromem, ze-
lazem i fosforem,

Objetos¢ osocza w organizmie zwierzecym
oznaczona za pomocg wymienionych wyzej me-
tod wynosi srednio 40-—50 ml/kg masy ciala
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(34, 37, 49) (dane dotyczg osobnikéw dorostych),
wartosci te sg zdecydowanie WYZsZe W nowao
narodzonym i rozwijajacym sie organizmie,
wahajac sie w granicach 70—100 ml/kg m.c.
(3,’ 23, 40, 41, 49). Wahania wzgledne] zawar-
tosci osocza w ustroju mogg by¢ m.in. zwigza-
ne ze stopniem odzywienia (40, 41). Wydaje sie
natomiast, ze ple¢ nie wywiera wigkszego wply-
wu na ohbjetosé osocza (przeliczong na jednost-
ke masy ciala) (36).
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PRAKTYKA LABORATORYJNA .

ELZBIETA M. HEYDRYCH

Modyfikacja fluorymetrycznego oznaczania witaminy A

W surowicy

Zaklad Ekologii Produkcji Zwierzecej, Instytut Weterynarii,
ul, Grunwaldzka 250, 60-166 Poznani

Wielu autoréw opisato czule fluorymetrycz-
ne metody oznaczen witaminy A w surowicy,
osoczu 1 innych tkankach (7, 8, 10, 12, 15, 18,
19, 21, 25). Metody te oparte sg na pomiarze
fluorescencji witaminy A wyekstrahowanej z
tkanki do rozpuszczalnika organicznego.

Zoéltto-zielong fluorescencje witaminy A cha-
rakteryzuja wzbudzenie i emisja o maksimach
przypadajacych, w przypadku diugosci fal nie-
skorygowanych, pomiedzy 325 a 345 nm i 470
a 490 nm (8, 16). Intensywnosé fluorescencji wi-
taminy A jest na tyle wysoka, ze jej ilosci po-
nizej 0,1 pg w mililitrze sy }atwo wykrywal-
ne (8).

Glowng przyczyng blednych oznaczen iloscio-
wych witaminy A sg powszschnie wystepujace

o0

w roslinach karotenoidy (10, 14, 24). Poziom ich
we krwi jest wysoki w przypadku spozywania
produktéw roslinnych. Wplyw karotenoidéw na
fluorescencje witaminy A jest dwojaki, bowiem
bezicarwny fitofluen zawyza jg, natomiast barw-
ne karoteny zanizajg (12, 18, 20, 21, 25). Pew-
nym sposobem pozbycia sie ich sg metody chro-
matograficzne (4, 6, 19, 20, 23, 24).

W pracach Thompsona i wsp. (18, 19, 21)
zwraca sie gléwnie uwage na koniecznost eli-
minowania udziatu fitofluenu w oznaczeniach
fluorymetrycznych witaminy A. Thompson i
wsp. (19, 20, 21) zaproponowali metode ozna-
czen ilosciowych witaminy A, wykluczajgcg
wplyw fitofluenu bez uprzedniego oczyszczania
chromatograficznego. Polega ona na zastosowa-



