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Bevezetés

El6z6 vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy a vizsgalati anyag mennyi-
ségének relativ ndvelésével, valamint a pufferek és a végsé reakcidban résztvevd
reagensek toménységének aranyos novelésével, térfogatuk aranyos csokkentésével a
tej lugos foszfataz probajanak érzékenysége fokozhaté (1, 22, 23, 24, 25, 26).

Munkéank folytatasa sorén azt kellett tisztazni, hogy a szakirodalombol, szab-
vanyokbdl legjobban ismert pufferek és szubstratok mint modellek (1, 2, 3, 4, 5
6, 7,8,9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27) K&,
zul melyik adja a lugos foszfataz proba alkalmazésa sorén a legérzékenyebb, leg-
értékelhet6bb reakciot.

Vizsgalati anyagok és médszerek

A vizsgalatokhoz ugyanazt a 6,7 °SH savassagu nyerstejet hasznaltuk, ame-
lyet a kontrol vizsgalat céljara felforralassal tettink alkalmassa.

A tejminta lugos foszfatdz aktivitadsat az 1SO 3356 —1975 sz. (9) nemzetkozi
szabvany szerint hataroztuk meg, amely Na-fenilfoszfat vonatkozasaban 0,06
IE/cm3nek bizonyult (28, 29).

A vizsgalataink korilményei a korabbi kozleményilinkben leirtakkal azonosak
(1), azzal az eltéréssel, hogy a préoba inkubacios ideje 38 °C hémérsékleten mind-
o0ssze 20 perc volt.

A s_z?kli_rokdalomban legjobban ismert pufferek koziil az alabbiakat moédositottuk
és jeloljuk:

* A METE Elelmiszeripari Mikrobioldgiai Tudomanyos Ulésszakéan a Kertészeti Egyetem
Kézponti Epuletében 1977. oktober 3-an elhangzott el6adas felhasznéalasaval (szerk.).
** Kozponti Elelmiszeripari Kutatd Intézet, Budapest
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I. sz. Na2C03t (5 /1000 cm3) és
NaHC().rt (45 g/1000 cm3) tartalmaz6 oldat,
11 sz. KOH-t (5g/1000 cm3) és
KHCOj-t (45 g/1000 cm3) tartalmazé oldat,
I11. sz. Ba(OH)2-8H,0-t (62,5 g/1000 cm3) és
H3B03t (27,5 g/1000 cm3) tartalmazd elegy,
IV. sz. Veronal-Na-t (51,5 g/1000 cm3) és
N NaOH-t (32,5 cm3) tartalmazé oldat,
V. sz. NHACI-t (40 g/1000 cm3) és
NH40H-t (348 cm3 25%-0s/1000 cm3)
tartalmazé oldat,
VI. sz. etanolamin-t (733,26 g)
ccHCI-t (263,25 cm3)
diciklohexilamin-t (13,10 g)
tartalmazé elegy.

A szubsztratok kozil 1g/100 cm3puffer tdménységben az alabbiakat hasznal-
tuk:

Na-fenilfoszfat (Merck) amelybdl felszabadul6 fenol kimutatésara 2,6 dibrém-
kinonklérimid (Merck) alkoholos oldatat hasznaltuk.

H-fenolftaleinfoszfat (ELTE),

H-P.-nitrofenilfoszfat (ELTE),

H-fluoreszceinfoszfat (ELTE), amelyek lebomlasanak kimutatasa céljabol
2,5 N NaOH oldatot hasznaltunk.

a-naftilfoszfat (Merck), amelybd6l felszabadulé a-naftol kimutatasara East
Violet B (Merck, 3-amino-6-benzoil-4-4metoxi-I-metilbenzol), Fast Red KL (Merck,
2,3-oxinaftoesav-3-klor-4,6 metoxianilid és 2,3-oxinalftoesav-4- klor -4,5 ditne-
toxianilid keveréke), Diazolblue 03927(Chroma, p.-diazo-N,N-dietilanilinklorid)
East Red 2 GL(Chroina, 4-kloro-2-nitrobenzolklorid) Fast Blue Salt BB (Merck,
4-benzoilamino-2,5-dietoianilin), Fast Garnet GBC (Merck, 2 amino-5-azotoluol)
diazoszinezékek alkoholos-vizes oldatat hasznaltuk.

A modellvizsgalatokhoz Merck-féle tropeolint, krezolvordst, timolkéket, brétn-
timolkéket, timolftaleint, o-krezolftaleint, valamint Chemapol-féle o-naftolftaleint
haszndltunk és 2,5 N NaOH-dal hajtottuk végre a végs6 reakcioét.

A vizsgalathoz felhasznalt anyagok relativ mennyisége tejbél, 5 cm3, a szubs-
trat/puffer oldat, és a szinreakci6hoz a 38 °C-on térténd 20 perces inkubalas utan a
2,5 N NaOH, illetve az alkoholos 2,6 dibréomkinonklérimid, és az alkoholos-vizes
diazoszinezékek oldataibdl 0,2 cm3

A 20 mm rétegvastagsagl mintak szinét MOM-COLOR-S muiszerrel, szabva-
nyos ,,C” megvilagitas mellett, 10 mm &tmérgji fellleten mértik. A mérések meg-
bizhatdsaganak megallapitasara a negativ reakcioju mintanal, 10parhuzamos mé-
résb6l meghataroztuk a szindsszetev6k tapasztalati szérasat.

A negativ reakci6ju mintahoz viszonyitottuk a szinvaltozasokat. A szinkilénb-
ségeket, valamint a tapasztalati szérast a CIE 1976-ban ajanlott zIE*b képletével

szdmoltuk. A tapasztalati széras értéke S|zIE*b = 0,33.

Az Ugynevezett /IE értékek és a statisztikai szamitasok TPA-i digitalis kis
szamitogépen Basic nyelven késziiltek.
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Vizsgalati eredmények és értékelésiik
A vizsgalatok eredményeit és értékelésiiket az 1. és a 2. tadblazat, valamint az
oszlopgrafikonokat feltiintet§ dbra mutatja.

7. tablazo
Pufferek 6sszehasonlitasa
Szubsztrattéménység: 1 g H-fenolftaleinfoszfat/100 cm3

Szin mérések adatai
Pufferek szama

X Y Y sE*ab
L, ., 1. 0,310 0,343 32,38
V., VIL* 0,393 0,182 6,7 82,402

- - A rossz oldhat6séagi viszo-
nyok miatt nem érté-
kelhet6

* A VI. sz. puffer néhdny napon belll hasznélhatatlanna valik, mig az V. sz. j6l lezart
edényben korlatlanul tarolhaté

Az 7. tablazatbél lathaté, hogy a vizsgalt pufferek kozil az NHACI-t és az
NH40H-t tartalmazé V. sz. vizes oldat a legtartosabb, és az sszehasonlitas soran

gztc))gos szubsztrat hasznalata mellett a vele végrehajtott reakcié értékelhetd a leg-
jobban.

100. A negativ reakcional 10 parhuzamos méréshél
megallapitott tapasztalati széras

80 AE*bszinkulonbseggel kifejezve: si «=0,33

60

20

12. 3456789 1 1 2B4U5
Ertékelhetdségi sorrend

Atej lugos foszfatdz probainak szinreakcidinal

megéallapithatd [JF*bszinkilénbségek a negativ
reakciohoz viszonyitva

A 2. tdbldzat a vizsgalt szubsztratok bomlastermékeivel végrehajtott szin-
reakciokat sorolja fel értékelhetdség alapjan csokkené sorrendben, amelybdl meg-
allapithaté, hogy az o-krezolftaleinfoszfattal végzett vizsgalat adja a legértékel-
het6bb reakciot.
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Reakciok

2. tablazat

A lagos foszfataz probak szinreakcidinak értékelése az V. sz. puffer alkalmazéasa soran

értékel-

het6ségi

sorrendje

10

u

12

13

14

15

16

Sztochiometriailag
azonos mennyiségl
bomléastermékek
és reakcioik
o-krezolftalein-ltg
krezolvords-lag
fenolftalein-ltg

timolftalein-lug

bromtimolkék-lug
timolkék-lag

tropeolin-liug
a-naftol-Fast Violet B
a-naftol-Fast Red KL
a-naftol-Diazolblue
o-naftoltalein-lug
p-nitrofenol-lig
a-naftol-Fast Red 2GL

a-naftol-Fast Blue
Salt BB

fluoreszcein-lag

»-naftol-Fast Garnet
GBC

Kontroll

Szinreakciok

lila
lila
k&rminvéros

sotétkék

sotétkék
narancssarga
maélnavoros
maélnavérés
barna

kék

sarga

narancssarga

barnés-voros
citromsérga

rézsaszin
arnyalatu

fehér

0,335
0,328
0,393

0,209

0,173
0,497
0,475
0,435
0,489
0,183
0,399

0,459

0,394

0,319

0,346

0,310

Szinmérések adatai

0,140
0,136
0,182

0,120

0,143
0,442
0,312
0,291
0,396
0,212
0,469

0,381

0,329

0,301

0,346

0,343

4,46
3,71
6,70

2,30

2,94

14,39

24,65

12,44

6,73

29,56

23,50

32,38

"YE*ab

90.231
89,256
82,402

76,365

65,488
54,730
53,637
51,635
49,306
49,051
41,428

41,627

40,048

21,039

14,887

Megjegyzés: A fenol-2,6dibromkinonklérimid reakcié az altalunk alkalmazott korilmények kozott

Megbizhatdsag (95 %): EX)) 0,69
Y
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értékelhetetlen.

(x) 0
061 (y) 0
(z) 0,78
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COMOCTAB/EHVE LUEJ/TIOYHO - ®OCPATA3HbIX MPOB
MOJIOKA COOTBETCTBEHHO VU3MEPEHNAM UBETA 1.

A. BarHep, /1. XopsaT, T. Kunw, HO. eTsan

ABTOpbI Mpogo/mkas paboTbl COO06LUEHHbIX B MNpedblaywmx nybnaMkaumsx,
N3y4anin ONTUMASIbHBIE ycnosus PEAKUMM LLEMNOYHON thocdaTtasbl. 4nsA onpegeneHns
UBeTa MPUMEHSAIN TPUCTUMY/bHbIA KOMOPUMETpUYecKuii npnoop MOM-KOJ1OP-C,
KOTOPbIM Ha OCHOBaHWM BennumH JIE*bu3 cpefn BapuaHTOB npob v cy6CcTpaToB

MOXHO 0TOBpaTh B UCCMEfOBAHUAX, MPUMEHSEMbIX JlyyLle BCEro OLEHUMbIX Oydde-
POB. B MAEHTWUYHbIX YCIOBUAX Haliyulle OLEHUMYH PeaKLMIO nonyunnu Oydthepom
cogepxxawwimm NH4A (40 r/1000 cm3) n 25%-biM (1000 cm3 NH4OH) 348 cm3u menbl-
TaHvie MpoBefeHHOe B HACTOsLLee BpeMsi B (hOPMe MOAENM MIMEIOLMM O-Kpe3osd-
TanenH-gocaTom. KomyecTBO MCMOMb30BaHHOINO Martepuasa: M3 Mosoka 5 cm3
n3 pacteBopa cybctpata/byddepa (3r/100 cm3 0,2 cM3 m npu TemnepaType 38°C
nocne 20 munyrtHoi MHKy6aLMM 13 pacTBopa Heo6X0AMMOro A5 LBETHON peakumn
2,5 N NaOH.
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VERGLEICH DER ALKALISCHEN PHOSPHATASEPROBEN
VON MILCH MITTELS FARBENMESSUNG 1.

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

Als Fortsetzung fruherer Untersuchungen wurden die optimalen Umsténde
der alkalischen Phosphatasereaktion weiter studiert. Zur Feststellung der Farbe
ein Tristimulus-Colorimeter vom MOM-COLOR-S-Typ verwendet, die Auswahl
der best geeigneten Variante der Probe, des zur Untersuchung angewendeten

Puffers und des Substrats auf Grund des OE*b-Wertes erméglicht.

Unter den selben Umstédnden ergab eine mit einem Ammoniumchlorid (40g/
1000 cm3) und Ammoniumhydroxid (348 cm325% NH40H in 1000 cm3) enthal-
tenden Puffer und mit zur Zeit als Modell zur Verfugung stehenden o-Cresol-
phthaleinphosphat durchgefiihrte Untersuchung die bestens auswertbare Reak-
tion. Die angewendeten Mengen waren: 5 cm3 Milch, 0,2 cm3der Substrat/Puffer-
16sung (1 g/100 cm3) und nach einer Inkubation fiir 20 Minuten bei einer Tempera-
tur von 38 °C 0,2 cm3einer 2,5n Natriumhydroxidlésung zur Farbenbildung.

COMPARISON OF THE ALKALINE PHOSPHATASE TESTS OF MILK
AS REFLECTED BY COLOUR MEASUREMENTS II.

A. Wégner, L. Horvath, T. Kiss and J. Gyetvai

In continuation of their earlier investigations the optimum conditions of the
alkaline phosphatase test were studied. A tristiinuls colorimeter of MOM-COLOR-S
type was used for the colour measurement. This instrument ensures, on the basis
of the value AE*b, the choice of the most suitable variants of the sample, of the

applied buffers and of the substrates. Under identical conditions the best evaluable
reaction was obtained with the use of a buffer containing ammonium chloride (40 g
in 1000 cm3) and ammonium hydroxide (348 cm3 of 25% NH40OH in 1000 cm3),
carried out with o-cresolpihthalein phosphate which latter exists at present in form
of a model. The amount of substances required for test is5 cm3of milk, and 0,2 cm3
of the substrate/buffer solution (containing 1 g of substrate in 100 cm3of buffer),
and after incubation for 20 minutes at 38 °C 0,2 cm3of a 2,5 N solution of sodium
hydroxide.
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