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Bevezetés

Korabbi dolgozatunkban (1) beszamoltunk egy egyedileg Uj, de tipusaban
ismert szubsztrat modellezésérdl és tervezésérdl, az o-krezolftalein-foszfatrdl, amely-
nek alkalmazasaval optimalissa tehet a tej €s tejtermekek hokezeltsegenek ellen-
Grzese celjabol alkalmazott l0gos foszfataz proba. A tervezett és modellezett szubszt-
ratot azo6ta a Gattermann altal felfedezett tipus reakcié alapjan a fenolftaleinfoszfat
analogidjara szintetizaltuk (2,3,4). AFIL —IDF 63:1971 (Nemzetkozi Tejgazdasagi
Szbvetség) altal elGirt klasszikus fenol —2,6 dibrom-kinonklorimid reakcid nem
hasonlithatd dssze az o-krezolftalein-lig reakcioval a korabbi dolgozatban ismer-
tetett, optimalizalt ammonium klorid-ammonium hidroxid pufferben, mert az ott
ismertetett toményséq Iugos kézegben a klasszikus szubsztrat a dinatrium fenil-
foszfat a reagens tarolasa kozben mar hidrolizalodik, és az igy felszabadult fenol
és atul nagy fenolreagens tdménység egyarant zavarja a reakciot. Ez a megallapitas
sziikségesse tette az o-krezolftaleinfoszfat, illetve a tej ligos foszfataz enzimjének
hatasara felszabadult o-krezolftaleinlug reakcisinak parhuzamos osszehasonlitasat
a dinatrium fenilfoszfatrél lehasadd fenolnak 2,6 dibromkinonklérimid,4-amino-
antipirinnel, a Folin-féle fenolreagenssel adott reakciéjét aktivitas mérés alapjan
és szabad szemmel valo értékelhetGség szempontjabol, a FIL —IDF 63:1971 altal
el6irt puffer és feltételek alkalmazasa szerint (5,6 ,7,s ,9).

A vizsgalatok célja annak a megallapitasa volt hogy az altalunk optimalizalt
préba és a nemzetkdzi szabvany feltételei kdzott alkalmazott Uj szubsztrat jobb,
vagy azonos értékil-e a klasszikus reakcion alapuld eljarasnal.

Vizsgalati anyagok és médszerek

Az osszehasonlitd vizsgalatokhoz nyolc db 6,7 SH savassagéi, Uizembe érkezd
nyers elegytejet, valamint harom nyerstejbdl, illetve ennek felhasznalasaval ké-
szillt tejpormintat hasznaltunk.

* A METE Mikrobioldgiai Szakosztalya és Elelmiszeranalitikai Bizottsdga, valamint a
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7. abra
A FiL—IDF 63:1971. szabvéany Aaltal el6irt fenol - 2,6 dibrémkinonklérimid reakcién alapulé
lugos foszfatdz préba kalibraciés egyenesének és a vizsgalt tej és tejpormintak altal felszabaditott
fenol mennyiség abrazolasa
Jelmagyarazat:
- ———- kalibréciés egyenes és a mintdk 6sszekoté egyenesei
a standardok 0sszekoté egyenesei

rémai szdmok: mintak jel6lései

7. tdblazat
A felhaszndlt tej és tejpormintdk ligos foszfataz aktivitasanak mérése
Mintak Extinkcidk Fen7/|gtj\crrt1$?l’om
* 0,685-0,690-0,680-0,675- 0,675 22,80
1 0,720-0,730-0,710-0,730- 0,720 24,30
M 0,215-0,210-0,210- 0,205- 0,205 6,70
) IV 0,610-0,610-0,600-0,590- 0,590 20,00
el \ 0,325-0,335-0,330-0,330- 0,325 10,90
Vi 0,670-0,660-0,660-0,655- 0,655 22,10
41 0,660-0,670-0,660-0,650- 0,650 22,10
Vili 0,710-0,710-0,695-0,695- 0,700 22,50
) IX 0,072-0,075-0,068-0,068- 0,068 2,20
-[I)—Oegék X 0,750-0,750-0,760- 0,745- 0,750 22,60
XI 0,550-0,560-0,570-0,570- 0,550 18,75
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2. tablazat
*

Szinreakciok objektiv értékelhet6sége dE ab értékek alapjan a FIL—IDF 63:1971 altal elGirt
feltételek szerint

Minték sorszéma

Szinreakcio
| n 11 v \% Vi VIl VI
orto-krezolftalein-lag 49,00 48,19 42,57 47,48 43,41 46,86 46,89 45,82
fenol-2,6-dibrom-
kinonklérimid 30,12 3,88 2851 29,10 16,24 30,48 30,37 29,18

fenol-4-aminoantipirin 29,64 1,43 40,68 36,27 7,78 35,33 36,06 38,50

fenol-Folin reagens

opélos oldat 41,96 28,52 25,13 41,07 29,17 38,80 41,39 4142
fenol-Folin reagens

attetsz6 oldat 3425 23,71 7,94 31,84 13,71 28,85 34,09 30,35
Eldjelek + + + + + + + +

Ha az orto-krezolftalein-lig reakcié dE*b értékeibdl kivonva az azonos minta barmelyik

szinreakci6janak aEab értékeit mindenitt egyértelmien pozitiv szdmot kapunk, ezért a null-

hipotézist mindenitt elvetjik és kimondjuk, hogy az orto-krezolftalein-lig adja a legértékelhe
tébb reakciot.

A harom tejpormintabol a Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet kérésiinkr-
készitett 45 °C illetve 65 °C hémérsekleten vegrehajtott eldsritéssel, mivel a szake
irodalombol ismert, de nem ellendrzétt az a tény, hogy a nyerstejbdl készilt tej-
porok az el6s(rités, poritas soran alkalmazott technoldgiai hékezelés ellenére enzinr
aktivak és ezen biokémiai tulajdonsdgukon alapszik hékezeltségik (a takarmany-
tejporoké is) ellendrzése.

A vizsgalatok feltételei megfeleltek a FIL-IDF 63:1971, az MSZ 9619/2-75
szabvany, a CIE 1976-0s ajanlas kovetelményeinek a bevezetésben emlitett
kiegészitésekkel.

A szabadszemmel val6 dsszehasonlitas, értékelhetdség objektiv mérése MOM —
COLOR-S muszerrel, szabvanyos ,,C” megvilagitas mellett 10 mm atmér6ji feli-
leten mértiik 5 mm rétegvastagsag mellett. A merések megbizhatésaganak megalla-
pitasara a negativ reakcioji mintanal .o parhuzamos merésbél meghataroztuk a
szindsszetevok tapasztalati szorasat. A negativ reakcidju mintakhoz viszonyitottuk
a szinvaltozasokat. A szinkilonbségeket, valamint a tapasztalati szérast a CIE

1976-ban ajanlott zIE*b képletével szamoltuk.

A tapasztalati szoras értéke S,ziEab = 0,62.

Az Ugynevezett zIE értékek és a statisztikai szdmitdsok TPA-i szamitdgépen
Basic nyelven késziltek.

szabad szemmel épphogy észlelhetd,
Nab s szabad szemmel jol értékelhetd,
Nab <1 = szabad szemmel nem értékelhetd.)
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Vizsgalati eredmények és értékelésiik

A kalibracios egyenes felvétele utan (1. abra) meghataroztuk a tejek és tej-
portok enzimaktivitasat, amelyeket az .. tablazatban d&sszesitettiink, tovabba
ravezettiik a kalibracios egyenest abrazol6 &bréra.

A tejeken végrehajtott reakciok megbizhatdésaganak szamszerii (z!Eab) érté-

keléséhez nem paraméteres eljarast, az el6jel probat alkalmaztuk, mivel parhuza-
mosan ugyanazon mintakkal (1. ) hajtottuk végre a vizsgalatokat (. . tablazat).

Az ertékelés eredményeként megéallapitottuk, hogy a FIL-1DF 63:1971 altal
el6irt korilmények kozott is az o-krezolftalein-10g adja a legértékelhetébb reakciot
(12), mivel az objektiv szinméréssel megallapithatd, hogy kiemelked6en mindig ez a

reakcié adja a legnagyobb zIE*b értéket, azaz szabad szemmel ez értékelhet6 leg-

jobban.

Ezek utan azt kellett megallapitani, hogy az élettani koriilmények kozott ter-
melt maximalis szarazanyagtartalma (12,60%) tejnek (Fleischmann W. (13) és
mésok) az el6z6 kdzleményunk (1) alapjan készilt szabvany (.. ) szerinti vizsgélata
esetén értékelhet6-e a FIL —DF 63:1971 szerint a kKimutatas hataran lev6 2 ~g/cms
fenolra vonatkoz6 aktivitas?

Modellvizsgélat alapjan megdllapitottuk, hogy igen, mert az ennek megfeleld
aktivitasu tejjel végrehajtott préba értékelhetésége a FIL —DF 63:1971 altal
kimondott 2,4-s faktort is figyelembe véve az o-krezolftaleinfoszfat alkalmazasa

esetén 17,9276 zJEab(10 db parhuzamos mérésh6l meghatarozott tapasztalati sz6-
ras=S(jEab = 0,14) értéket képvisel, ami azt jelenti, hogy az Uzemi préba a nem-
zetkozi szabvannyal egyenértékd, gyakorlatias, mivel kilonosebb eldkészités,

és igény nélkil alkalmazhato. Id6igenye a Schiitz-féle szabaly alkalmazéasa mellett
13,5 perc (14, 15).
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LLE/TOYHO-®OCHPATA3HAA MNPOBA NMPOBEAEHHAA
C O-KPE3ONNOTANNEMH®OCHPATOM B CBETE FIL-IDF 63:1971. III.

A. Barnep, /1. XopsaT, T. Kuww n . [lseTsan

ABTOPbI CUHTETU3MPOBAIN MOJENMPOBAHHBIN 1 NMPOEKTUPOBaHHbIA UMK O-Kpe-
30nhTanenHgpocgar.

MpoBOANAM CPaBHEHWS CMIOCOBCTBYIOLLME YCTaHOBEHWS OLIEHUMOCTY LLIENoYU-0-
KpesongTanenHa 1 peakuum geHona (heHon-2,6 4M6poMKUHOHXIopUMAL, (eHon-4 -
aMUHOAHTUILLPUH, theHon - PoiuH) u3MepeHUe akTMBHOCTU cornacHo FIL-IDF
68:1971 un cornacHo ctaHfgapta MC 9619/2, Ha ocHosaHuu pekomeHgauumn CIE
1976 no 06bEKTUBHOMY M3MEPEHUIO LIBETA.

Ha ocHoBaHMWM cpaHeHWn ycTaHOBWAM, YTO U B ycnosuax FIL-IDF 63:1971
LLie/IoY-0-Kpe3oNdTaienH faeT Nyylle BCEro OLEHWMbIE Ha a3 peakuyn B Cryyae
MCMO/b30BaHMS MPOObI LWenoyHoN gocdaTasbl.

[anbHeAwmm npemMyLLecTBoM nNpobbl ABASeTCa T0, YTO 6e3 npeaBapuTebHON
MOAroTOBKKW, 6e3 TpeboBaHW MPUOOPOB METOA ABNAETCH IKBUBANEHTHbLIM, OMTH-
Ma/im3oBaHHbIM npobe FIL-IDF 63- 1971, KoTopas M B NPOU3BOACTBEHHBIX ycno-
sunx XOPOLIO MpuUMeHWMa. [loTpe6HOCTb BpeMeHW MecTo 30 muwyr COTaBNSET
13,5 munyr (20, 21).

DIE MIT O-KRESOLPHTHALE INPHOSPHAT DURCHGEFUHRTE ALKA-
LISCHE PHOSPHATPROBE HINSICHTLICH DER FIL-IDF 63:1971

A. Wagner, L. Horvath, T. Kiss und J. Gyetvai

Die Verfasser synthetisierten die durch sie modellisierte und geplante Ver-
bindung: o-Kresolphthaleinphosphat.

Vergleichende Untersuchungen ermdglichten die Feststellung der Bewert-
barkeit der Reaktions von o-Kresolphthalein-Lauge und Phenol iPhenol-2,6-dibrom-
chinonchlorimid, Phenol-4-aminoantipyrin, Phenol-Folin) auf Grund der durch
FIL-IDF 63:1971 vorgeschriebenen Aktivitatsmessung und auf Grund der
Empfehlung der ungarischen Norm MSZ 9619/2, der objektiven Farbenmessung
von CIE 1976.

Auf Grund dieser Vergleichung wurde festgestellt, dass auch unter den von
FIL-IDF 63:1971 vorgeschrieben Umstanden die Kombination o-kresolphthalein-
Lauge die sogar mit freiem Auge am besten wahrnehmbare Reaktion bei der alkali-
schen Phosphataseprobe ergibt.

Ein weiterer Vorteil dieser Probe ist, dass sie keine Vorbereitung und kein
Instrument erfordert, und eine mit der von FIL-IDF 63:1971 vorgeschriebenen
Probe gleichwertige optimierte Methode darstellt, die auch unter Betriebsum-
stdnden gut anwendbar ist. Der Zeitaufwand dieser Methode ist statt 30 minuten
nur 13,5 Minuten (20, 21).

THE ALKALINE PHOSPHATASE TEST CARRIED OUT WITH O-CRESOL
PHTHALEIN PHOSPHATE FROM THE ASPECT OF FIL - IDF 63:1971

A. Wagner, L. Horvath, T. Kiss and J. Gyetvai
The authors synthesized o-cresol phthalein phosphate modelled and eveloped
by them. Comparisons were carried out in order to establish the suitability for

evaluation of the reactions of o-cresol phthalein-alkali and phenol (phenol-: -
dibromoquinone-chloroimide, phenol-4-aminoantipyrin, phenol-Folin) ony the
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basis of the measurement of activity prescribed by FIL-IDF 63:1971 and of the
Hungarian standard MSZ 9619/2, of the objective colour measuring procedure
suggested by C1E in 1976.

On the basis of comparison tests it was found that even under the conditions
prescribed by FIL-IDF 63:1971 o-cresol phthalein alkali gives at the alkaline
phosphatase test the reaction which can be best evaluated even by the naked eye.
A further advantage of the test is that it represents an optimized method equi-
valent to that prescribed by FIL-1DF 63:1971 and that it can be used also under
conditions prevailing in plants. Its time requirement is 13.5 minutes instead of 30
minutes (o ,21).
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