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I .  В В Е Д Е Н И Е

1 .1 .  В настоящих методических указаниях представлены унифици­
рованные методы биохимических исследований крови, мочи и молока для 
использования в ветеринарных лабораториях.

1 .2 .  Использование унифицированных методов обеспечивает стан­
дартизацию проводимых исследований в ветеринарных лабораториях и 
получение сравнимых результатов.

1 .3 .  Сроки проведения плановых исследований и холичьотво ана­
лизируемых проб крови* мочи и молоке по контролю з а  состоянием об­
мена веществ у животных на комплексах и в крупных специализированных 
хозяйствах регламентируют ветеринарные лаборатории.

1 .4 .  Ветеринарные специалисты комплексов и специализированных 
хозяйств в соответствии с  планом-графиком, утвержденным директорш 
ветеринарной лаборатории, проводят клиническое обследование живот­
ных, подбирают группы и организуют отбор проб для биохимических 
исследований.

2 . ОТБОР И ПОДГОТОВКА ПРОБ КРОВИ

2 .1 . Пробирки для отбора проб крови ветеринарные специалисты 
хозяйств получают в ветеринарной лаборатории: на каждое животное по 
2 биологических пробирки ( I  I  и № 2 , объемом не менее 2С мл) и по 2 
центрифужных 0» 3 и № 4 , объемом I I - I 2  м л).

2 . 1 .1 .  В пробирку № I  для получения цельной крови и плазмы 
сотрудники ветеринарной лаборатории предварительно вносят по 2 -3  
капли 1#~нсго раствора гепарина на каждые 15-20 мл крови.

2 .1 .2 .  В случаях, когда содержание натрия в плазме крови не 
определяется, вместо гепарина модно использовать лимоннокислый чяи 
щавелевокислый натрий по 15-20 мг на каждые 15-20 мл яро*,и.

2 .1 .3 .  Пробирка $  2  остается сухой для получения сыворотки.
2 Л . 4 . В одну из центрифужных пробирок (№ 3 )  вносят 0 ,5  мл ва­

зелинового масла и каплю 1%-нсго раствора гепарина, в другую О М  « 
градуированную) -  5 мл 20%-ного раствора, трихлоруксусной киодоты С Ш )

2 Л . 5 , Все пробирки закрываются резиновыми пробками. Пробирки 
4 помещают1 ся в термос со ль, ж .

2 .2 .  Пробы крови берут у животных перед кормлением или через 
5-6 часов после кормления.

2 .3 .  Кровь набирают в пробирки I  2 и I  3  ло стенке F. > из­
бежании гемолиза.



2 . 3 .1 .  Кровь в  пробирках № I  и № 3  осторожно перемешивают путем 
3 -кратного перевёртывания пробирок.

2 . 3 .2 .  В градуированную пробирку № 4  с  раствором ТХУ приливают 
из пробирки Н  5 м л  крови (до отметки ХО мл) и тщательно перемеши­
вают стеклянной палочкой.

2 . 3 .3 .  Пробирки И Х ,  3 и 4  ставят в термос со льдом» пробирку 
№ 2 транспортируют летом обычным путём» а  зимой -  предохраняют от 
замерзания.

2 .4 .  В лаборатории кровь в пробирке № 2  обводят тонкой спицей 
из нержавеющей стали диаметром 1 ,0 -1 »  5 мм и ставя? в термостат при

емпературе 3 7 -3 8 сС для окончательного отделения сыворотки,
2 . 4 .1 .  Отделившуюся сыворотку сливают в центрифужные пробирки 

и центрифугируют 20-30  мин при 2000-3000 об/мин.
2 . 4 .2 .  В сыворотке крови определяют содержание общего белка» 

белковых фракций» мочевины, общих липидов» общего холестерина, об­
щего кальция, йода неорганического, связанного с  белками (СБЙ) и 
активность щелочной фосфатазы.

2 .5 .  Для получения плазмы кровь в пробирках с  антик оогуляк г ом 
(ВД) осторожно перемешивают» наливают в центрифужные пробирки и цен­
трифугируют 2 0 -3 0  мин при 2000-3000 об/мин. Плазму переносят в дру­
гие пробирки и хранят в холодильнике.

2 .5 .1 .  В плазме крови определяют содержание натрия, калия, ка* 
ретина, витаминов А и С.

2 .6 .  I  цельной крови к.з пробирки № I  определяют гематокрит, ке­
тоновые тела, медь, цинк, кобальт, марганец.

2 .7 .  Кровь в пробирке № 3  с  вазелиновым маол см центрифугируют 
2 0 -30  мин при 20СЭ-30СС об/мин, В плазме определяют содержание С0^ 
(щелочной р езер в),

2 .8 .  Смесь крови и ТХУ в пробирке № 4  центрифугируют в течение 
2 0-30  мин при 2000-3000 об/мин. Верхний слей (безбелковый фильтрат) 
сливают в другую пробирку и в ней определяют глюкозу, неорганиче :кий 
фосфор и неорганический магний. Безбелковый фильтрат крови хранят в 
Х'Зшцдидънике не более 5 дней.

3, 0|рдашНИБ ОБЩЕГО БЕЛКА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ
?№?mmsi?mm№i и о д а

С сдержанна белка, определяют по рефракции сыворотки крови.
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3 .2 .  Реактивы

3 .2 .  Х. Смесь этилового спирта с серным эфиром 1 :1 .
3 .2 .2 .  Дистиллированная вода.

3 .3 .  Количество необходимых реактивов на 100 анализов

3 . 3 .  Х. Cimx r этиловый 96%-ный -  50 мд.
3 .3 .2 .  Эфир серный (для наркоза)- 50 мл.

3 .4 .  Специальное оборудование и аппаратура

3 .4 .1 .  Рефрактометр типа RL (ПН?) РДУ, ИРФ -  4 5 4 . УРЛ. и др.
3 .4 .2 .  Холодильник бытовой, подерживающий температуру 4 -6°С .
3 .4 .3 .  Термометр на 50°С.
3 .4 .4 .  Термостат, поддерживающий температуру 38±1°С.
3 .4 .5 .  Стеклянная палочка.
3 .4 .6 .  Марлевые салфетки.
3 .4 .7 .  Вата.
3 .4 .6 .  Стаканчики.
3 .4 .9 .  Пробирки биологические.
3 .4 .1 0 .  Пробирки центрифужные.
3 .4 .1 1 .  Центрифуга.

3 ,5 *  Материал для исследования

Материалом для исследования служит сыворотка крови ( п п .2 .1 . ,
2 . 2 . ,  2 . 3 . ,  2 . 4 . ) .

3 .6 .  Ход. определения

3 .6 .1 .  Стеклянной палочкой на призму рефрактометра наносят 
каплю дистиллированной воды и закрывают камеру.

3 .6 .2 .  Проводят подготовку приборе к работе: регулировочным 
винтом устанавливают шкалу рефрактометра на отметку 
1 .3 3 3 0 .

3 .6 .3 .  Удаляют воду с призмы марлевой салфеткой и протирают 
ватой, смоченной смесью этилового спирта с  серным эфирш.

3 .6 .4 .  Наносят каплю сыворотки крови на призму стеклянной па­
лочкой, закрывают камеру и 2 р аза производят отсчёт. 
Вычисляют среднее показание.

3 .6 .5 .  Марлевой салфеткой удаляют с  призмы рефрактометра сыво­
ротку, протирают ватой, смоченной спирт ово-эфирн ой смесь» 1 
и исследуют следующею пробу, Стеклянную палочку промы­
вают в дистиллированной иоде я обсушивают марлей.



3 . 7 . 1 .  Содержание белка в исследуемых пробах (в  %) определяют 
по таблице I .

3 . 7 .2 .  Если температура в камере во время отсчета не соответ­
ствует 2 0 ° с ,  т с  вводят поправку 0*0001  на каждый градус: 
в случае низкой температуры поправку вычитают, при бо­
лее высокой -  прибавляют.

3 , 6 '  Ошибка метода

При хранении сыворотки в холодильнике в течение 3 -4  
дней ошибка метода не превышает +1%.

3 . 9 .  Время.необходимое для проведении исследования

На одно исследование затрачивается 1 -2  мин. Среднее, 
количество исследований в день составляет 150 проб.

ЗЛ О . Физиологические пределы

3 .1 0 Л .  Содержание общего белка в сыворотке крови здоровых 
животных представлено в таблице 2  (стр , 8 3 ) .

З Л О .2 .  Содержание белка в сыворотке крови здоровых животных 
стабильно. Отклонения уровня белке, от нормы свидетель­
ствуют о глубоких нарушениях обмена веществ э организ­
ме животных.

З Л О .З , Снижение содержания белка в сыворотке крови (гипопро- 
теинеиия) характеризует длительный недокорм, белковое
голодание, плохое усвоение протеина из кормов вслед­
ствие хронических расстройств желудочно-кишечного 
тракта, заболеваний печени, дефицита углеводов, макро- 
и мшерозл ©ментов и витаминов в рационе,

З Л О ,4» Повышение уровня белка в сыворотке крови (гиперпротеи-* 
помня) наблюдают при высококонцентратном типе кормления, 
заболеваниях погени (гепатиты, дистрофия), желудочно-ки­
шечного триста.

. I I , Источники литературы

ЗЛ Х .Л * Лабораторные исследования в ветеринарии.
Изд-во " Конос", М., 1971, 4 2 0 -4 2 3 .

3 ,1 1  Л ,  Филиппович И .Б ., Егорова Т .Д . , Севастьянова Г.А .
Практикум по общ©Й биокимнч. Изд-во "Просвещение",
1975, 307.



7
Таблица I

Содержание бедка в сыворотке крови 
в зависимости от коэффициента рефракции

Показания
рефракто­
метра

f Белок 
j (%)

[ Показания 
! рефравто- 
! метра

f Белок 
J (%)

f Показания 
! рефракто- 
! метра

| 8 Г
1.3450 5.25 1.3480 7.00 I.3 5 I0 8.74
I.345I 5.31 I.3 4 8 I 7 ,05 I .3 5 I I 8.80
1.3452 6.37 1.3482 7 . I I I .3 5 I2 8.86
1.3453 5.43 1.3483 7.17 1,3513 8.91
1.3454 5.48 1.3484 7.23 I .3 5 I4 8.97
1.3455 5.54 1.3485 7.29 1*3515 9,03
1.3456 5.60 1.3486 7.34 1,3516 9.09
1.3457 5.66 1,3407 7.40 1.35X7 9,15
1.3458 5 .72 1.3488 7.46 I .3 5 I8 9.20
1.3459 5.77 1.3489 7.52 I .3 5 I9 9.26
1.3460 5.83 1,3490 7 .58 1.3520 9.32
1,3461 5.89 I.3 4 9 I 7.63 I .3 5 2 I 9 .38
1,3462 5.95 1.3492 7.69 1.3522 9.44
1.3463 6.01 1.3493 7.75 1,3523 9.50
1.3464 6.07 Х.3494 7.81 1.3524 9.55
1.3465 6.12 1.3495 7.87 1,3525 9.61
1,3466 6 .1 8 1.3496 7.93 1,3526 9,67
£.3467 6.24 1.3497 7.98 1,3527 9.73
£.3468 6.30 Х.3498 8.04 1,3528 9.79
£.3469 6 .36 1.3499 ЗЛО 1.3529 9.84
£.3470 6.41 Т.3500 8.16 1,3530 9,90
£.3471 6.47 I.3 5 0 I 8 ,22 1,3531 9.96
£.3472 6 .53 1,3502 8.27 1.3582 Х0.02
£.3473 6.59 1.3503 8.33 Х.36ЭЗ 10,08
£.3474 6 ,65 Х.3504 8,39 1,3534 хода
1.3475 6*70 1.3505 8.46 1,3535 ХОД!
£.3476 6.76 1.3506 8.51 1.3536 10.25
[,3477 6.82 1,3507 8.57 1.3537 10.31
L3478 6 .8 8 1,3508 8,62 1.3538 10,37
[.34/79 6.94 1.3509 8,68 1.3539 Х0.43
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4 .  ОПРВДШНЙЕ ОБЩЕГО БЕЛКА. В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПО 
БИУРШВОЙ РЕАКЦИИ

4 . 1 .  Принцип метода

Белки реагируют в щелочной среде с сернокислой медью с  
образованием соединений фиолетового цвета.

4 . 2 .  Реактивы

4 . 2 Л .  Биуретовый реактив основной. 4 ,5  г  калия-натрия винно­
кислого, 4-водного растворяют в 40 мл 0 ,2  н раствора 
едкого натра. После растворения прибавляют 1 ,5  г  серно­
кислой 5-водной ме^и и 0 ,5  г  йодистого калия. Перемеши­
вают до полного растворения и доводят до 100 мл в мерной 
колбе 0 ,2  н раствором едкого натра. Хранят в  посуде из 
темного стекла. Реактив стоек .

4 . 2 .2 .  0 ,2  н раствор едкого натра. 8 г  вещества вносят в мерную 
колбу на X л и приливают до метки дистиллированной воды.

4 . 2 .3 .  0,5-ный раствор йодистого калия в 0 ,2  н растворе едкого 
натра. 2 ,5  г йодистого калия вносят в мерную колбу на 
500 мл и доливают до метки 0 ,2  н раствором едкого натра. 
Хранят в посуда из темного стекла на более 2 -х  недель.

4 . 2 .4 .  Рабочий раствор биурегового реактива. Смешивают I  часть 
основного биуретового реактива (п .4 , 2 . 1 . )  с 4-м я частями 
0,5$~ного раствора йодистого калия ( п . 4 . 2 .3 . ) .  Хранят не 
более 2 -х  недель в холодильнике.

4 .2 .5 .  0,9^-ный раствор хлористого натрия. Берут 0 ,9  г  хлористо­
го  натрия и растворяют в 9 1 ,9  мл дистиллированной воды.

4 . 2 .6 .  Стандартный раствор альбумина. В пробирку вносят I  г  крис­
таллического сывороточного (или плацентарного) альбумина
и 9 мл 0 ,9 $ -н о ге  раствора хлористого натрия. Тщательно 
перемешивают. I  мл раствора содержит ОД г  белка. Хранят 
в холодильнике.

4 ,3 ,  Количество необходимых реактивов на 100 анализов

4 .3 .1 .  Калий-натрий виннокислый,4~водныЙ, ода -  4 ,5  г .
4 .3 .2 .  Медь сернокислая,5-водная, хч, ода -  1 ,5  г .
4 . 3 .3 .  Калий йодистый, хч , ода -  2 ,5  г .
4 . 3 .4 .  Натр едкий, хч, ода -  4 ,0  г ,
4 .3 ,3 ,  Альбуипт сывороточный или плацентарный -  1 ,0  г .
4 .3 .6 .  Натрий хлористый -  0 ,9  г .



4 .4»  Специальное оборудование и аппаратура
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4 .4 .1 .  Фотоэлектроколориметр.
4 .4 .2 .  Холодильник бытовой.
4 .4 .3 .  Химические пробирки.
4 .4 .4 .  Пипетки на 0 ,1 *  I  и 5 мл.
4 .4 .5 .  Мерные колбы на 100, 500 и 1000 мл.
4 .4 .6 .  Миллиметровая бумага.
4 .4 .7 .  Центрифужные пробирки.
4 .4 .8 .  Термостат,

4 .5 .  Материал для исследования

Материалом для исследования служит сыворотка крови (ш ь
2 . 1 . ,  2 . 2 . ,  2 . 3 . ,  2 . 4 . ) .

4 .6 .  Ход определения

4 .6 .1 .  К 0 ,1  мл сыворотки крови прибавляют 5 мл рабочего биуре- 
тового реактива и смешивают избегая образования ш ч,ш.

4 .6 .2 .  Через 30 мин (не позднее чем через час) измеряют опти­
ческую плотность на ФЭКе в кювете с толщиной слоя I  см 
при длине водны 540-560 нм (зеленый светофильтр) против 
контроля, в котором сыворотку заменяют 0 ,1  до 0,9%-ного 
раствора хлористого натрия.

4 .7»  Расчеты результатов

4 . 7 Л , Расчет производится по калибровочному графику.

Схема для построения калибровочного графика

№# ! Стандартный раствор ! 
дроб альбумина !

0,9%-ный раствор ! 
хлористого натрия

| Концентрация белка,

I  0 .4  мл 0 ,6  мл 4

2 0 ,6  мл 0 ,4  мл 6

3 0 ,8  мл 0 ,2  мл 8

4 1 ,0  мл - 10

4 .7 .2 .  Из каждого разведения вносят в 3 -4  пробирки (не менее)
по ОД мл раствор-', альбумина и обрабатывают как и сыворот­
ку крови. По полученным средним данным из 3 -4  измерений 
строят калибровочную кривую»
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4 .7 .3 .  Бели в сыворотке крови содержится белее 10% белка, то ее 
разводят физиологическим раствором в соотношении 1 :1 ,  
результат умножают на 2 .

4 .8 .  Ошибка метода

Ошибка метода составляет +2,0%.

4 .9 .  Время необходимое для проведения исследования

В день один исследователь проводит XQQ анализов.

4 .1 0 .  Источники литературы

4 .1 0 .1 . W eisheelbaum Ф* A m .S ,G lib .РаЪЬЛ  9 * 6 ,  М , 4 9 , 1 9 4 6 ,
1 6 ,  4 0 .

4 .1 0 .2 »  D eu tsch es i r ja ie ib u c h ,  J  Auegabe, D ia g n o s tie c h e s
baboratorium B  atethodefi, B e r l i u ,  Г9б8*

5 . ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВШОШХ ФРАКЦИЙ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
НШМОМЕТРИЧЕОШ МЕТОДОМ

5 Л .  Принцип метода

Отдельные фракции белка способны осаждаться фосфатными 
растворами определенной концентрации.

5 . 2 .  Х. Основной фосфатный раствор : 3 3 ,5  г  едкого натра раствори
ют в 400 мл дистиллированной воды, добавляют 2 2 5 ,8  г  фос­
форнокислого калия однозвмещенного. После растворения 
охлаждают до комнатной температуры и добавляют дистилли­
рованную веду до объема 500 мл,

5 .2 .2 .  Рабочие фосфатные растворы. Из основного раствора берут 
в мерные колбы на 100 мл: 9 2 ,4  мл (№ 1 ), 7 4 ,9  мл (№ 2 ), 
5 8 ,8  мл (Ш ), 4 8 ,7  мл ( № 4 ) и доводят дистиллированной 
водой до метки, тщательно размешивают путем встряхивания 
При хранении добавляют по I  капле хлороформа на 100 мл 
раствора»
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5*3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов

5 .3 .1 .  Натр едкий» хч -  100 г .
6 .3 *2 . Калий фосфорнокислый односсмещенный, хч, чда -  оии г .
б .3 .3 .  Хлороформ для наркоза 10 мл.

5 f4 . Специальное оборудование и аппаратура

6 ,4 *1 . Фотоелохтрокодариметр.
5 .4 .2 .  Химические пробирки.
5 .4 .3 .  Пипетки на I ,  2» 5» 10 мл*
5 .4 .4 *  Бюретка на IC0 мл.
5 .4 .5 .  Мерные колбы на 100 и 500 мя.
5 .4 .6 ,  Холодильник бытовой,
6 ,4 ,7»  Пробирки химические.

5 . 5 .  М атер иал  м я  и с с л е д о в ан и я

Материалом для исслг т.ования служит сыворотка крови (пп. 
2 Л .»  2 .2 . ,  2 .3 . ,  2 . 4 . ) .

5 .6 . Ход определения

5 .6 Л . Устанавливают в штативе 6 пробирок на каждую пробу* обо­
значив их цифрами 0, I» 2 , 3* 4 , 5.

5 .6 .2 .  В пробирку $  0 вносят 10 мл дистиллированной воды, в 
пробирки I ,  2 , 3 , 4 -  по 5 мл соответствующих рабочих 
фосфатных растворов.

5 .6 .3 .  В пробирку № 5 вносят 0 ,5  мл сыворотки крови, 0 ,75  мл 
дистиллированной воды и 3 ,75  мл основного фосфатного 
раствора, закрывают пробкой и перемешивают путем пере­
вертывания ev 5-6 раз, П0 С..З чего переносят по 0 ,5  мл 
смеси з пробирки JW I ,  2 , 3 , 4 и I  да в пробирку № 0 .

5.6.4. Содержимое пробку эк тщательно, но осторожно перемешивают, 
избегая образования пузырьков воздуха и через 15 мин 
определят1 оптическуй плотность (ОН) растворов в пробир­
ках I, 2, 3, 4 против контрол.. (Ю) т  ФЭКе при крас- 
пш  светофильтре а кювете шириной I см. Измерения опти­
ческой плотности проводят в обратной последовательности, 
скачала в пробирка # 4, а затем в пробирках № £, 2 и I.

б.7Л. Расчет производится по схеме;
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ОП пробирки Щ -  Щ пробирки №2 « Щ альбуминов,
ОП пробирки Ш -  ОП пробирки №3 = ОП л  -гл  обул ин ов,
ОН пробирки Ш -  ОП пробирки М  *  ОП ^-глобулинов,
ОП пробирки М  » ОП ^-глобулинов.

Принимая сумму ОП альбуминов и всех глобулиновых 
фракций з а  100%, вычисляют содержание каждой фракции 
в относительных процентах.
Зная концентрации общего белка можно произвести перера­
счет в  абсолютные величины,

6 .7 .2 .  Пример расчета:
ОП пробирки Щ = 0 ,6 0 0 ; ОП пробирки Ш ■ 0 ,4 0 0 ;
ОП пробирки Ю = 0 ,3 0 0 ; ОН пробирки М  *  0 ,2 0 0 ; 
тогда ОП альбуминов » 0 ,8 0 0  -  0 ,4 0 0  = 0 ,4 0 0 ;

0П<*-глобулинов « 0 ,4 0 0  -  0 ,3 0 0  *  0 Д 0 0 ;
ОПА-глобулинов *  0 ,3 0 0  -  0 ,2 0 0  *  0 ,1 0 0 ;
ОП̂ - -глобулинов = 0 ,2 0 0 ;

, 0 ,400x100
относительный % альбуминов * --------------- *

0 ,8 0 0

0,100x100
оО-глобулинов я -------- --------

0 ,8 0 0

0,100x100

J  0 ,800
0,200x100

J--глобулинов я ——  —
а  0 ,8 0 0

50%;

* 12,5% ;

* 12,5% ;

* 25%,

5, Б., Ошибка метоле

Ошибка метода составляет +4%.

5 . 9 . Время необходимое для проведения исследования

Время на одно исследование 2 0-23  мин. При серийных 
исследованиях в день один лаборант проводит 30 анализов.

5 .1 0 . .Физиологические пределы

5 ДО Л * Определение белковых фракций позволяет провести диффе- 
ртщиацко отдельных видов подо- и гиперпротеинемии, а
также выявить профиль белковых фракций оыворотки крови 
при ряде заболеваний и состояний, ив сопровождающихся 
изменениями общего содержания белка.
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5 *1 0 *2 . Снижение альбуминов наблюдается при острых воспалитель­
ных процессах, поздних стадиях пневмонии, нефрозах и 
нефритах, токсикозах беременности, злокачественных но­
вообразованиях кроветворного и лимфатического аппарата, 
при гепатитах, циррозах печени.

5 .1 0 .3 .  Ум лынение альбуминов при одновременном увеличении
Jh- глобулинов и у  -  глобулинов отмечается при гепати­
та х . Для цирроза характерно снижение альбуминов и р ез­
кое увели чени е/- глобулинов. Изменение белковых фрак­
ций обусловливают диспротв..немию, выражением которой 
является белковый коэффициент (отношение между количес­
твом альбуминов и суммой глобулинов). Б норме оно сос­
тавляет 0 ,9  -  1 ,4 .

5 . I I .  Источники литературы

5 Л 1 .1 .  Вургафт К.И. Из практики применения экспресс-метода 
определения белковых фракций сыворотки кр ови .- Лаб. 
дело, 1973, № 12 , г .  7 5 1 -7 5 2 .

5 . I I . 2 .  Карпюк С.А. Определение белковых фракций сыворотки
крови зкспресс-методом. -Л аб. дело, 1 962 , № 7 ,  с .  3 3 -3 6 .

6 .  ОПРЕДЕЛЕНИЕ МОЧЕВИНЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ С 
ДИАЦЕТИЙМОНООКСИМОМ

6Л. Принцип метода
Мочевина образует с  диацетплмоноокеимом в присутствии 
тиосемикарбазида и ионов железа окрашенное соединение, 
интенсивность окх аски которого пропорциональна концен­
трации мочевины в сыворотке крови.

6 .2 . Реактивы
Используется набор реактивов для определения содержания 
мочевины в сыворотке крови фирмы "Лахеыа" ЧССР на 150 
анализов.

6.2.1 * Основной раствор реагента. Имеющуюся в наборе таблетку, 
с одержанную диацетилм он оокеим, ти осемикарбаз ид и саль же­
леза растворяют s 30 ж  дистиллированной воды при уме­
ренном нагревании в мерной колбе емкостью 50 мл и после 
охлаждения доводят дистиллированной водой до метки. Нали- 
шиэ небольшого осадка ив мешает определению. Устойчив в
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течение нескольких недель при комнатке й температуре.
6 . 2 .2 .  Раствор серной кислоты. В мерную колбу на 250 мл при 

перемешивании вносят примерно 150 мл дистиллированной 
воды и 25 мл 96^-ной серной кислоты (хч  или ч д а ). После 
охлаждения доводят до мотки дистиллированной водой. Ус­
тойчив неограниченное время.

6 . 2 .3 .  Рабочий раствор реагента. Смешивают растворы основного 
реагента и серкой кислоты в соотношении 1 :1 *  Готовится 
в  день проведения анализов.

6 . 2 .4 .  5#-нкй раствор ТХУ*
6 . 2 .5 .  Стандартный раствор мочевины 25 мг$

6 .3 ♦  Специальное оборудование и аппаратура
6 . 3 . 1 .  Фотоэлектроколориметр.
6 . 3 .2 .  Водяная баня.
6 . 3 .3 .  Пипетки на О Д , 1*0  и 2 ,0  мл.
6 . 3 .4 .  Мерные колбы на 50 и 250 мл,
6 .3 .5 .  Стеклянные палочки,
6 . 3 .6 .  Алюминевая фольга.
6 .3 , ?. Пробирки, химические,
6 .4 ,  Материал для исследования

Материалом для исследования служит сыворотка крови (гш.
2 . 1 , '2 . 2 . , 2 . 3 . t2 . 4 . ) .

6.5 , Ход определения
6 . 5 Д .  Для осаждения белка к I  мл 5^-ного раствора ТХУ прибав­

ляют ОД мл сыворотки крови, перемешивают стеклянной 
палочкой и центрифугируют 15-20  мин при 2000-3000 об/мин.

6 . 5 .2 .  К 0 ,2  ш  над осад очной жидкости приливают 2  m  рабочего 
раствора реагенте и перемешивают,

6 .5 .3 .  Пробирки закрывают резгновш и пробками* обернутыми ал в- 
миаввой фольгой и нагревают на кипящей водяной бане ±0 
мин (точно).

6 .5 .4 .  Охлаждают в струе водопроводной воды в течение 2 -3  мин 
и измеряют оптическую плотность на ФЭКе против контроля 
(2  мл рабочего раствора реагента и 0 ,1  мя 5^-ного раство­
ра ТХУ)* обработанного аналогичным образом. Измерение 
проводят в кювете * толщиной слоя 0 ,3  см при длине волны 
525 нм (светофильтр ^6) на позднее, чем через 15 мин пос­
л е  содАздедил.. Окраска неустойчива.
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6 .5 .5 .  Одновременно с серией проб (оптимальное количество 20 ) 
в 3*4 зкзешлярах обрабатывают стандартный раствор мо­
чевины (25 мг$) как и сывсмотку крови.

6 .6 . Расчеты результатов

По подученным величинам оптической плотности пробы (А) 
и средних показателей по 3-4  измерениям стандарта (Б) 
рассчитывают концентрацию мочевины в пробе по формуле:

О mi# » -g- х 25
6 .7 .  Ошибка метода

Ошибка метода составляет *4%.

6 .8 .  Количество определений в день

В течение рабочего дня один исследователь проводит 
100 анализов.

6 .9 .  Физиологические пределы

6 .9 Л . Содержание мочевины в сыворотке крови здоровых животных 
представлено в таблице 2 .

6 .9 .2 .  Повышение мочевины в сыворотке крови наблюдается при 
белкевйм перекорме, при дефиците легкопереварикпх угле­
водов в рационе, при скармливании большого количества 
карбамида, при заболевании печени и почек.

6 .9 .3 .  Снижение уровня мочевины в сыворотке крови свидетельст­
вует о недостатке протеина в рационе.

6 ДО. Источники литературы

6 Л 0 Л . Инструкция к набору "Биотест мочевина" ЧССР.
6 Л 0 .2 .  Методические указания по применению унифицированных

клинических лабораторных: методов исследований. М, ,1973, 
66-69 ,

7. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЖНОЗН В ВЕЗШКОВОМ ФИЛЬТРАТЕ КРОВИ 
ПО ЦВЕТНОЙ РЕАКЦП С 0Р£0^Ш тЩ И М

7 Л» Принцип метода
Глюкоза при нагревании с орто-тсщувдином в раствор® ук­
сусной кислоты образует соединение, интенсивность ок­
раски которого пропорциональна концентрами глюкозы.
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-7 *2 . Реактивы

7 .2 *1 *  Орто-толуидин (ч)-ж елтого ц вета, обязательно подлежит 
перегонке в колбе-реторте при 200°С (на песочной бан е). 
Свежеприготовленный орто-толуидин должен быть бесцветным 
или слабо-желтого ц вета. Экстинция при 5 9 0-655  нм против 
воды не должна превышать 0 ,0 2 .  Реактив стоек при хранении 
в посуде из тс много стекла, без доступа воздуха.

7 . 2 .2 .  Ледяная уксусная кислота, хч .
7 . 2 .3 .  2С$-ный раствор трихлоруксусной кислоты. Берут 20 г  ТХУ 

и добавляют 80 мл дистиллированной воды.
7 . 2 .4 .  Тисмочевина, чда.
7 . 2 .5 .  0,2$-ныЯ раствор бензойной кислоты. 0 ,2  г  кристаллической 

бензойной кислоты растворяют в 9 9 ,8  мл дистиллированной 
воды. Для более быстрого растворения нагревают на водя­
ной бане.

7 * 2 .6 ,  Орто-гслуидинозый реактив. 3  94 мл ледяной уксусной кис­
лоты растворяют 0 ,1 5  г  тиомочевины и добавляют 6 мл орто- 
тол ук дин а , Реактив стоек при хранении в холодильнике.

7 . 2 .7 ,  Стандартный раст/ор глюкозы. 50 мг глюкозы, высушенной в
сушильном шкафу до постоянного веса  при температуре +100° 
С, растворяют в 100 мл 0 ,2^ -н о го  раствора бензойной кис­
лоты.

7 ,3 .  Количество ко обходи! дых реактивов на 100 анализов

7 . 3 Л .  Орто-толуидин, ч -  30 мл.
7 . 3 .2 .  Ледяная уксусная кислота, хч -  470 мл*
7 . 3 .3 .  Трихлоруксуснад. кислота, чда -  100 г .
7 .3 .4 . Тисмочевина, чда -  I г,
7 . 3 .5 .  Глюкоза, ч -  0 ,1  г .
7 . 3 .6 .  Бензойная кислота, чда -  0 ,2  г .

7 ,4 ,  Специальное оборудование и аппаратура

7 .4 .1 , ФЭК-56 или др.
7 .4 .2 ,  Сушильный шкаф.
7 .4 .3 ,  Колба-реторта.
7*4,1. Носочная баня.
7 .4 .5 , Колбы мерные на 100 мл.
7 .4 .6 .  Лабораторный автотрансформатор.
7,4*7, Центрифуга.
7 .4 .8 , Водяная баня.
7 .4 .9 , Яр обирки химические.
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7*4.10* Пробирки центрифужные.
7 .4 .  П .  Термометр лабораторный на 150°С.
7 *4 .1 2 . Штативы для пробирок,
7 .4 .1 3 . Холодильник бытовой.
7 .4 .1 4 . Термос на 3 -5  л.

7 .5 . Материал для исследования
Материал см служит без бел новый фильтрат 1фОви полученный 
путем смешивания и последующего центрифугирования рав­
ных объемов ЙО^ного раствора трихлсруксусной кислоты 
и цельной ноови.

7 .6 . Ход определения

7 .6 .1 .  В пробирку вносят 0 ,2  мл безбелкового фильтрата крови,
0 ,3  мд дистиллированной воды и 4 ,5  мл орто-тодуццадового 
реактива.

7 .6 .2 .  Пробирку помещают в кипящую водяную баню на 8  минут, 
после чего охлаждают до комнатной температуры под водо­
проводной водой.

7 .6 .3 .  Фотометрируют против контроля при длине водны 590-655 нм, 
в кювете толщиной 10 мм.

7 .6 .4 .  В контрольную пробирку вносят 0 ,1  мл 20^-ного раствора 
трихлоруксусмой кислоты и 0 ,4  мл дистиллированной воды 
и 4 ,о  мл орто-толуидинового раствора .

7 .6 .5 .  Стандартная проба. Стандартные пробы ставит как опытные, 
но вм есто  безбелкового фильтрата берут ОД мл глюкозы с 
концентрацией 50 мг$, 0 ,1  мл 20^-ного раствора ТХУ, 0 ,3  
мл дистиллированной воды и 4 ,5  мл орто-тсщуидинового 
реактиеа,

7 .7 . Расчеты результатов проводят по формуле:

^оп“ 4 st

&_оп
Е__ст

где

Cqjj -  концентрация глюкозы в .фобе, мг/%;

Сст -  концентрация г юкоэы в стандарте, чр/%;

'т оптическая плотность пробы;

Ел_ -  оптическая плотность стандарта.V i
7 .8 . Ошибка метода составляет +2.5%.

Z.9^JiMjlH.ec'TBO определений. в яень_
В течение рабочего дня один исследователь
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производит 100 определений.
7Л 0. Физиологические пределы
7 .1 0 .1 .  Содержание глюкозы в крови животных представлено в

таблице Z.
7 .1 0 .2 .  Снижение глюкозы в крови (гипогликемия) бывает при недос­

таточности микроэлементов в организме, легкоусвояемых 
углеводов в рационе» при кетозе, остеодистрофии, ацидозе, 
гипокинезии.

7 .1 0 .3 .  Повышение глюкозы в крови (гипергликемия) наблюдается 
при поражении эндокринной системы, недостаточной продук­
ции инсулина, скармливании больших количеств свеклы, па­
токи, при сильном возбуждении животного.

7.11. Источники литературы
7 .1 1 .1 . &зо&ег В» C?lia. Ckiiou Acta, 3 , 19ьЭ, 351*

7 .  X I .2 .  Масленников В .Д .,  Михеева А.И. Лабораторное д е л о ,1970,
10 , 58 8 .

8, ОГРВДЭДШК ШКОЗЫ В 6ЕЗБЕЛК0ВОМ ФИЛЬТРАТЕ КРОВИ
по методу сш о д а

3 Л .  Принцип метода

Метод основан На, окислении глюкозы в щелочной среде при 
кипячении с сернокислой медью. При йодометрическом опре­
делении образовавшаяся закись меди окисляется йодом. Пос­
ледний освобождается подкислением определенного количест­
ва йодноватокислого калия и Йодистого калия, а  оставшийся 
свободный йод оттитроеывается гипосульфитом.

8 .2 .  Реактивы

8 * 2 .1 .  5$ -ш й  раствор сернокислого цинка. Берут 5 г  сернокислого 
цинка,7~водаого и растворяют в 95 мл дистиллированной 
воды.

8 .2 .2 .  0 ,3  н раствор едкого натра. Берут 12 г  едкого натра (чда) 
хч) и растворяют в 700 мл дистиллированной воды, охлажда­
ют и водой доводят раствор в мерной колбе до X л . Раство­
ры 8.2.Х. и 8 ,2 .2 . должны нейтрализовать друг друга объем 
в объем. Последнее проверяется медленным титрованием о 
индикатором фенолфталеином *

В,2.3, Реактив Сомоджи.
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а) медь сернокислая» б~водная» чда, хч -  8  г ;
б) натрий углекислый безводный, чда» хч -  30 г ;
в) калий-натрий виннокислый, 4-водный,чда -  30 г ;
г ) калий йодистый, чда, хч -  5 г ;
д) натрий сернокислый безводный, чда, хч -  180 г ;
е) натр едкий, хчД н раствор -  40 мл;
ж) калий йодноватистокислый X н раствор» чда, хч -  5 мд. 
Углекислый натрий и сегнетову соль растворяют в 200 мл 
горячей воды* добавляют раствор едкого натрия, перемеши­
вают , после чего раствор кипятят для удаления С0^. Серне, 
кислый натрий растворяют в 500 мл горячей воды и нагре­
вают до кипения. Оба раствора смешивают и добавляют 
йодистый калий, предварительно растворенный в малом ко­
личестве воды. Затем вливают раствор йодноваткст§$о ка­
лия и после охлаждения доливают водой в мерной колба до
I  л . Через несколько дней раствор фильтруют. Реактив ре­
комендуется держать пои комнатной температуре, не под­
вергая его действию солнечного света. Если температура 
ниже 20°С и выпадают кристаллы сернокислого натрия, то 
перед употреблением реактив необходимо немного подогреть 
и растворить осадок.

8 .2 .4 .  2 н раствор серной кислоты. Берут 56 мл концентрирован­
ной серной кислоты (уд.вес -  1 ,84) и доводят объемом во­
дой в мерной колбе до I л .

8 .2 .5 .  0 ,005  н раствор натрия серксватокислого 5-водного,чда, 
(готовится перед анализом из ОД н раствора, приготов­
ленного из фикс акала).

8 .2 .6 .  1%-ный раствор крахмала, приготовленный в насыщенном 
растворе хлористого натрия.

8 .2 .7 .  Насыщенный раствор хлористого натрия.
8 .2 .8 .  1%-ный спиртовый раствор фенолфталеина*
8 .2 .9 .  Спирт этиловый.
8 .2 Л 0 .Натрий фтористый.

8 .3 . Количество необходимых реактивов на ТОО анализов

8 .3 .1 ,  Цинк сернокислый , 7-водный, чда ~ 20 г .
8 .3 .2 ,  Натр едкий -  20 г .
8 .3 .3 ,  Спирт этиловый -  100 мл.
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8 .3 .4 .  Серная кислота, хч, концентрироранная (у д .вес  1 ,8 4 )-б б  мл.
8 .3 .5 .  Крахмал растворимый -  I  г .
8 .3 .6 .  Натрий хлористый -  100 г .
8 .3 .7 .  Фенолфталеин -  1 г ,
8 .3 .8 .  Медь сернокислая, 5-водная, чда, хч -  4  г .
8 .3 .9 .  Натрий углекислый безводный, *тда, хч -  15 г .
8 .3 .1 0 .  Калий-натрий виннокислый, 4-водный,чда -  15 г .
8 . 3 . 1 1 . Калий йодистый, чда, хч -  2 ,5  г ,
8 .3 .1 2 .  Натрий сернокислый безводный, чда,хч -  90 г .
8 .3 .1 3 .  Калий йодноватокислый фиксанал 0 ,1  н -  I  шт.
8 .3 .1 4 .  Натрий фтористый -  5 г .
8 .3  Л 5 .Натрий серноватокислый, 5-водный ( • 5 fftO J

натрий тиосульфат,гипосульфит , чда, фиксанал -  I  шт.

8 .4 .  Специальное оборудование и алгчжтура

8 .4 Л .  Сахарные пробирки 2 ,0 -2 ,5 x 1 5  см.
8 .4 .2 .  Водяная баня.
8 .4 .3 .  Микробюретка на 5 ш .
8 .4 .4 .  Мерные колбы на 1000 мл.
8 .4 .5 .  Каябы из термостойкого стекла на 500 и 1000 мл.
8 .4 .6 .  Холодильник бк.овой
8 .4 .7 .  Термос на 3 -5  л .
8.4 .8 . Центрифуга,
8 .4 .9 .  Штативы для пробирок.
8 ,4 Л 0 .Пробирки химические,

ft.5. Материалы для исследования
8 . 5 Л . Материалом служит стабилизированная фтористым натрием 

кровь.
8 .5 .2 .  Осавдеиие белков. Одна часть крови гемсвдизируется в пяти 

частях воды и смешивается с двумя частями 0 ,3  н раствора 
едкого натраг двумя частями 5$~ного раствора сернокислого 
цинка. Тщательно перемешивают и через 30 гт  центрифуги­
руют при 1500 сб/мин в течение 10 мин. Фильтрат сливают 
в другую пробирку. Изменяя соотношение вода и крови мож­
но подучить безбелковый фильтрат меньшей концентрации.

8 .5 .3 .  При хранении крови концентрация глюкозы снижается, поэ­
тому осаждение белка необходимо производить сразу после 
взятия крови или же после стабилизации фтористым натрием.
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Кровь необходимо по возможности быстрее доставлять в  тер­
мосе со льдом в лабораторию, где получают без белковый 
фильтрат, который может храниться в морозилке холодиль­
ника не более 5  дней.

8 .6 .  Ход определения
8 .6 .1 .  В пробирку для анализа берут 5 мл прозрачного безбелко- 

вого фильтрата крови и 5 мл реактива Сомоджи, тщательно 
перемешивают и помещают на 15 минут в кипящую баню. Ох­
лаждают до комнатной температуры.

8 . 6 .2 .  После охлаждения содержимое пробирки подкисляют 2 ,5 - 3 ,0  
мл 2 н серной кислоты. Чтобы подкисление пробы произошло 
одновременно, рекомендуется добавлять кислоту быстро, 
встряхивая пробирку,

8 .6 .3 .  Затем в пробирку вносят 2 -3  капли 1%-ного раствора крах­
мала, перемешивают.

8 .6 .4 .  Титруют из микробюретки 0 ,0 0 5  н раствором гипосульфита 
до исчезновения синей окраски.

8 .6 .5 .  Контроль делают как опыт, но вместо фильтрата крови ис­
пользуют 5 мл воды.

8 .7 .  Расчеты результатов
Расчет результатов ведут по формуле:

X » (А -  В ) . 3 0 , где 
X -  концентрация глюкозы, мх% :,
А -  количество мл 0 ,0 0 5  н раствора гипосульфита,затрачен­

ное на титрование контрольной пробы, мл;
В -  количество мл 0 ,0 0 5  и раствора гипосульфита,затрачен­

ное на титрование опытной пробы, мл.

8 .8 .  Ошибка метода
Ошибка метода составляет +5$.

8 .9 .  Количество определений в день с оставляет 50 проб.

8 Л 0 .  Физиологические пределы ( см .7 ,1 0 . )

8 . I I .  Источники литературы

8 Л 1 Л .  Лабораторные исследования в ветеринарии, М., I9 7 J,- 

4 2 8 -4 3 0 .
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9 .  Ш Р В Д Л Ш Е  МОЧЕВИНЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ О 
ДИАЦрГГШОИООШ^ОМ ( ВАРИАНТ 2 )

9 . 1 .  Пьлнтлил метола

Мочевина образует с диацетилмонооксимом в присутствии 
тиосешпсарбаэида и ионов ж елеза в кислой среде окрашен­
ное соединение, интенсивность окраски которого пропорци­
ональна концентрации мочевины в  сыворотке крови.

9 . 2 .  Реактивы

9 . 2 Л .  10%-ный раствор три шоруксусной кислоты (ТХУ).
9 . 2 . 2 .  2,5%-кый раствор диацетилм он оексима. 250 мг вещ ества 

растворяют в 9 ,7 5  мл бвдистиллированной воды. Реактив 
с т о е к .

9 . 2 . 3 .  0,25%-шгД раствор тиосемикарбазида (или 0,32%-ный раствор 
тиосемикарбазед* соляноки слого). Реактивы устойчивы при 
хранении в посуде из темного стек л а .

9 . 2 . 4 .  Основной раствор хлорного ж ел еза . 5  г  хлорного ж елеза 
растворяют и доводят дистиллированной водой до 100 мл, 
затем  прибавляют I  шг концентрированной серной кислоты,

9 . 2 . 5 .  Рабочий раствор хлорного ж елеза . В мерную колбу на 
100 шг вносят I  мл основного раствора хлорного ж елеза
и доводят дистиллированной водой до  метки, затем  прибав­
ляют 8  мл концентрированней серной кислоты и I  мл 85%~ной 
ортофосфорной кислота. Годен не более двух недель при 
хранении в посуде их т е ш  ого стекл а ,

9 . 2 . 6 .  Цветной реактив. К 30 мл рабочего раствора хлорного 
ж елеза добавляют 20 мл дистиллированной воды, I  мл 
2 ,5% -н ого  раствора диацетилм он оадсима и 0 ,2 5  мл 0 ,2 5 % - 
и ого раствора т и осемикарбаз ида. Цветной реактив гото; ят 
каждый рад перед проведением анализов ,

9 . 2 . 7 .  Серная кислота концентрированная (у д , в е с  1 ,8 4 )

9 , 2 . 6 ,  Фосфорная кислота орто, 85% -ная.

9 .2 .9 »  Стандартный раствор мочевины -  25  мг%, Берут 250 мг
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мочевины, высушенной в сушильном шкафу при 105°С 
до постоянного веса и растворяют в мерной колбе на 
I  л дистиллированной водой.

9.2.10.Алюшшевая фольга.

9.3. Количество необходимых реактивов на 100 анализов

9 .3 .1 .  Трюслоруксуснал кислота, ч -  10 г .
9 .3 .2 .  Железо хлорное (железо треххлористое), 6-водное, хч , 

ода -  0 ,5  г .
9 .3 .3 .  Серная кислота концентрированная, хч, у д .в ес  1 , 8 4 - 2 5  мл.
9 .3 .4 .  Мочевина, осч, ода, -  0 ,2 5  г .
9 .3 .5 .  Диацетилмгнооксим ч , -  0 ,3  г .
9 .3 .6 .  Тиосемикарбаэид, ода -  0 ,4  г .
9 .3 .7 .  Фосфорная кислота, орто, хч , ода -  3 мл, 85^-ная.

9.4, Специальное оборудование и аппаратура
9 .4 .1 .  Фотоэлектроколориметр
9 .4 .2 .  Водяная баня.
9 .4 .3 .  Центрифуга.
9 .4 .4 .  Центрифужные пробирки.
9 . 4 .5 .  Пробирки химические.
9 .4 ,6 *  Мерные колбы,
9 .4 .7 .  Пипетки измерительные на 0 ,2 ,  I ,  5 , и 10 шг.
9 .4 .8 .  Сушильный шкаф.

9.5. Материал для исследования
Материалом для исследования служит сыворотка крови,

9 .6 .  Ход определения

9 .6 .1 .  В центрифужную пробирку вносят 0 ,8  ми дистиллированной 
воды, 0 ,2  мл сыворотки крови и I  мд ЭДй-иого раствора 
'ГХУ. Перемешивают и оставляют на 15-20 мин,

9 .6 .2 .  Центрифугируют 15-20 мин при 2000-3000 об/мин.
9 .6 .3 .  В чистую пробирку вносит 0 ,5  мл надосадочной жидкости .. 

прибавляют 5 ыс [цветного реактива.
9 .6 .4 .  Пробирку с пробой закрывают резиновой пробкой,обёрнутой 

е/иоминевой фольгой, выдерживают на кипящей водяной б&не 
в течение 10 минут (точно) и затем охлаждают в течение 
2 -3  мин под струей водопроводной воды.



24

9 . 6 . 5 .  Измерение проводят на фотоэлектрон ад оримотре при 
зеленом светофильтре (№ 6 )  в кювете I  см против контроля 
не позднее, чем через 15 мин после охлаждения.

9 . 6 . 6 .  Контроль ста вя т  как и опытную пробу, но вм есто над осад оч­
ной жидкости берут 0 , 5  мл дистиллированной воды.

9 . 5 . 7 .  Одновременно проводят исследование в стандартной пробе. 
Стандартная проба обрабатывается аналогично опытной, но 
вм есто сыворотки берут 0 ,2  мл стандартного р аствора мо­
чевины.

9 .7 . Расчеты результатов

По полученным величинам оптической плотности опытной 
пробы (А) и стандарта (В ) рассчитывают концентрацию 
мочевины в пробе по формуле:

Мочевина, ит% , 25

9 .8 . Сшибка метода
Ошибка метода составл я ет  +4%.

9 .9 . Количество определений в день
В точение рабочего дня' один исследователь 
проводит 100 анализов.

9 .ХС. Физиод огичеокие пределы|
Смотри пункт 6 , 9 ,

9 . I I . Иол очники литературы

Методические указания по применению унифицированных 
клинических лабораторных методов исследований.
М., 1973, 66-69.
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10. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩИХ ЛИШЩОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПО БАУМАН 

Ю Л . Принцип метода
Метод основан на свойстве л'шидов окрашиваться Суданом 
черным. После извлечения краски оптическую плотность ее 
определяют фотометрически и содержание липидов вычисля­
ют по стандартной кривой.

1 0 .2. Реактивы

1 0 .2 Л .  Насыщенный раствор судана черного ( 0 ,3  г  Судана черного 
в 100 мл этилового спирта).

1 0 .2 .2 .  Абсолютный этиловый спирт,
1 0 .2 .3 .  Уксусная кислота ледяная (х ч ) .
1 0 .2 .4 .  Смесь абсолютного этилового сптрта и ледяной уксусной 

кислоты 4 :1 .
1 0 .2 .5 .  Стандартный раствор: 0 ,2  г  холестерина или 0 ,2  г  три- 

бутирина или триоиек а  в 100 мл абсолютного спирта.
1 0 .2 .6 .  Бумага хроматографическая "медленная” .

1 0 ,3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов

1 0 * 3 .1 .  Судан черный -  0 ,1  г .
1 0 .3 .2 .  Абсолютный этиловый слирт -  250 мл.
1 0 .3 .3 .  Уксусная кислота ледяная -  300 мл.
1 0 .3 .4 .  Холестерин кристаллический -  0 ,5  г .

1 0 .4 . Специальное оборудование и аппаратура

1 0 .4 .1 .  ФЭК-56, ФЭК-М и др.
1 0 .4 .2 .  Рамка для натягивания бумажных полосок.
1 0 .4 .3 .  Пробирки центшфужные.
1 0 .4 .4 .  Пипетки градуированные на 0 ,1  и 1 ,0  мл.

1 0 .5 .  Материал для исследования

Материалом служит негемсвизированная сыворотка крови.

1 0 .6 . Ход определения

1 0 .6 .1 . В центрифужную пробирку вносят I  мл сыворотки, ОД мл 
раствора Судана черного, осторожно перемешивают и даку, 
стоять 30 минут.

1 0 .6 .2 .  Центрифугируют 20 минут при 2000-3000 об/мин.
1 0 .6 .3 .  Окрашенную сыворотку ливают в лробирку с притертой 

пробкой и хранят в холодильнике.
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1 0 .6 .4 . Наносят на хроматографическую бумагу, натянутую на 
специальную раму, по 0,33 мл окрашенной сыворотки и 
высушивают в темном месте.

1 0 .6 .5 . После высушивания окрашенный участок разрезают на. мел­
кие кусочки и помещают в пробирку.

1 0 .6 .6 . В пробирку вносят смесь абсолютного этилового спирта 
и ледяной уксусной кислоты по 3 мл и элюируют в тече­
ние I часа, периодически тщательно встряхивая.

1 0 .6 .7 . Эдюат переносят в кювету толщиной слоя 0 ,5  см и фото- 
метрируют при красном светофильтре (длина волны 650 нм 
против элюирующей смеси.

10.7. Расчеты результатеj

Содержание общих липидов в сыворотке крови вычисляют 
по калибровочной крив эй, построенной по результатам 
измерений стандартных растворов холестерина (трибути- 
рииа, триолеина) разной концентрации.

10.8. Сшибка метопа
Ошибка метода составляет 4L. % . 

мЮ.9„ Время, необходимое для проведения анализов
В течение рабочего дня один лаборант производит 100 
анализ ов.

Содержание общих липидов у клинически здоровье': живот­
ных представлено в таблице I .

X. C-ffsbii B . S * , ffeand. чА ЬлЪ. I n v e s t » ,  1953,  5 , 9 .
2. Бауман Л. К. Яаб орат орн со дел о, 1961,11,30.

п .  о п р д а ж з  сбцьх*  холестерина по ж ш

метода

Холестерин ъ присутствии уксусного ангидрида и смеси 
уксусной и серной кислот даёт изумрудно© золёное окра- 
шгч анис, интен си вн ость к от ор ор о прямопр оп орци снал ьиа 
концентршдии.
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ТТ.2. Реактивы
1 1 ,2 Л .  Смесь ледяной уксусной кислоты, уксусного ангидрида и 

серной кислоты 1 :5 :1 .  Бесгветная или слегка желтоватая. 
Хранят в холодильнике, в посуде из темного стекла с при­
тертой пробкой.

X I .2 .2 .  Стандартный раствор холестерина. Берут 100 мг холесте­
рина, растворяют в 2 мл хлороформа в мерной колбе на 
100 мл и доливают до метки абсолютный спирт. Раствор 
хранят в холодильнике, в посуде из темного стекла с 
притертой пр-бкой.

I I . 3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов

1 1 .3 .1 .  Уксусная кислота, хч -  50 мл.
1 1 .3 .2 .  Уксусный ангидрид, чда -  250 мл.
1 1 .3 .3 .  Серная кислота, хч -  50 ш .

1 1 .4 .  Специальное оборудование и аппаратура

I I .4 .1 -  Холодильник бытовой.
1 1 .4 .2 .  Фотоэлектроколориметр.
11.4,3» Термостат.
1 1 .4 .4 .  Колба мерная на 100 мл.
1 1 .4 .5 .  Пипетки на 0 ,2  мл и 5 мл.
X I .4 . б . Штатив для пробирок на 40 гнезд.

1 1 .5 . Материал для исследования

Материалом служит негемолизированная сыворотка крови.

1 1 .6 . Ход определения

И .6 .1 .  К 3 мд смеси уксусного ангидрида» уксусной и серной
кислот прибавляют 0 ,1 5  мл негемолиэированной сыворотки.

IX .6 .2 .  Пробирку энергия* о встряхивают 10-12 рая.
1 1 .6 .3 .  Ставят в термостат на 20 мин при температур* 3 7 °С.
1 1 .6 .4 .  Фотометрируют против смеси, при красном светофильтре, 

в (630-690 нм) кювете с толщиной слоя 0 ,5  сы.

11.7. Расчеты результатов
Расчет проводят по калибровочному графику, составленному 
по результатам измерений стандартных растворов холесте­
рина разной концентрэции.Рабочие стандартные растворы 
холестерина обрабатывают так же,как и опытные пробы.

11.8. Ошибка метода
Ошибка метода составляет 5$.
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I I . 9. Время необходимое для проведения исследований
В течение рабочего дня один исследователь проводит 
>  100 анализов.

НЛО. Физиологические пределы
Содержание общего холестерина в сыворотке крови здоровых 
животных представлено в таблице I .  Понижение или повы­
шение уровня холестерина в сыворотке крови бывает при 
заболеваниях печени.

11 Л т. Источники литературы

П Л 1Д . Ilk a  Б. Lsehr, inn. Med., 1962, 17, 2, 83.
11.11.2. Роэенцвейг К.И. Лаборэ.торнзв дело, 1962, 9, 43.

12. ОИРВДШНИЕ ОБЩЕГО КОЛИЧЕСТВА КЕТОНОВЫХ ТЕЛ В ВЕЗ- 
БЕЛШЮМ ФИЛЬТРАТЕ КРОВИ ШДОЖРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

12 Л . Принцип мет од а
Иод действием сурной кислоты кетоновые тела распадаются 
до ацетона. Последний соединяется с йодом, образуя 
комплексное соединение. При помощи гипосульфата свобод­
ный йод о-ттитровьгошот и по разности меледу контролем и 
опытом определяют связанный Йод.

12.2 Л , Ейохрсметная смесь -  5 г дву хромовокислого калия тща­
тельно смешивают с 50 мл концентрированйой серной кис­
лоты и 50 мл дистиллированной воды.

12.2.2. ЛщО-ный раствор серной кислоты,
12.2.3. 10 -̂иый раствор едкого натра.
12.2 .4 . 0,01 и раствор кода (готовится перед анализом из I н 

раствора, приготовленного из фиксанала).
12.2.5. 0,01 и раствор гипосульфита {готовится перед анализом 

из I н раствора, приготовленного из фиксшшла).
1 2 . 2 .0 . If.'-кий раствор крахмала (сначала растворяют краячал в 

небольшом количестве холодной дистиллированной веды, а 
затем доливают остальное количество и доп едят до ки­
пения) .

Л,ПЕЛ 0,3 н рястъор едкого натра.
12.0 . 6, ;> ■'"•-нк!; р-шскр сернокислого цинка.
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1 2 ,3 .  Количество необходимых реактивов на 100 анализов

1 2 .3 Л .  Калий двухромовокислый, чда -  50 г .
1 2 .3 .2 .  Серная кислота концентрированная, цца -  600 мл.
1 2 .3 .3 .  Натр едкий, хч -  25 г .
1 2 .3 .4 .  Раствор йода I  н -  100 мл.
1 2 .3 .5 .  Р а с  зор гипосульфита I  н -  100 мл
1 2 .3 .6 .  Крахмал растворимый, ч -  X г .
1 2 .3 .7 .  Цинк сернокислый, хч -  5 г .

1 2 .4 .  Специальное оборудование и аппаратура

1 2 ,4 Л .  Прибор для определения кетоновых тел .
1 2 .4 .2 .  Электроплитки.
1 2 .4 .3 .  Мшфобюретки на 2 и 5 мл.
1 2 .4 .4 .  Стеклянные палочки.
1 2 .4 .5 .  Стаканчики химические на 75 и 100 мл.

1 2 .5 . Материал для исследования

Материалом служит безбелковый фильтрат крови.

1 2 .6 .  Ход опрекеленчя

1 2 .6 Л .  Г отовят безбелковый фильтрат крови по методу Самоджи.
К 2 мл гепаринизирове ной крови добавляют 10 мл дистил­
лированной воды, 4 мл 0 ,3  н раствора едкого натра и 4  м. 
5%-ного раствора сернокислого цинка. Перемешивают стек ­
лянной палочкой и через 30 мин центрифугируот при 3000 
об/мин в течение 15 мин.

1 2 .6 .2 .  В приемный стаканчик наливают 20 мл дистиллированной 
воды, 2 мл 0 ,0 1  н раствора йода, 2  ил 10%-ного едкого 
натра и ставя т  под холодильник прибора, чтобы конец его  
погрузился в жидкость.

1 2 .6 .3 .  В перегонную колб;; вносят 10 мд фильтрата крови, 15 мл 
бихроматной смеси и 1 0 -1 2  мл дистиллированной воды и 
кипятят 20 мин. Параллельно ставят контроль, где вместо 
фильтрата крови вносят 10 мл дистиллированной йоды.

1 2 .6 .4 .  Колбу охлаждают, холодильник смывают небольшим коли чест­
вом дистиллированной воды в приемный стаканчик.

1 2 .6 .5 .  Приемный стаканчик ставят в темнее место на Х5-2С мин, 
лосле чего быстро приливают (используя пипетку с отби­
тым концом) 2 мл 20% -ього раствора серной кислоты (жид­
кость окрашивается в желтьй ц в е т ), добавляют 2 -3  капли 
1%-ного раствора крахмала (см есь приобретает сине-чер­

ный цвет) и титруют.0 ,0 1  н раствором гипосульфита до 
обесцвечивания.
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Расчеты результатов

Содержание общего количества кетоновых тел проводят по 
формуле:

X мг% * ( А -  В ). 0,25 . 100 , где 
X -коли чество кетоновых т е л , м г$;
А -количество мл 0,01 н раствора гипосульфита, пошедшее 

на связывание свободного йода в контрольной пробе;
В -количество мл 0,01 н раствора гипосульфита, затра­

ченное на связывание свободного йода в опытной про­
бе;
X мл 0,01 н раствора йода связывает в данных услови­
ях 0,25 мг ацетона;

100 -  коэффициент перевода в мг%,

12,в» Ошибка метода
Ошибка метода составляет 5 ^ 1 $ .

12.9 . Время, необходимое для проведения исследований
В течение рабочего дня один исследователь проводит 
28 анализов при наличии б перегонных аппаратов.

12.10. Физиологические пределы

12ЛОЛ.Повышение кетоновых тел в крови (кетолемия) выше б 
является одним из основных признаков предклшщческой 
формы кетоза и наблюдается при высококонцентратном ти­
пе кормления, при недостатке сена и корнеплодов, а так­
же при скармливании коровам кислых недоброкачественных 
кормов (силоса, сенажа, жома, барды), содержащих боль­
шое количество масляной кислоты.

12Л0.2.Кетонемия может быть и при нарушениях рубцового пище­
варения вследствие дефицита в кормах микроэлементов, 
гиподинамии, ы также при гиперфункции щитовидной желе­
зы, вследствие усиленного распада жиров, белков и угле­
водов.

X2.Х0 ,3 . При клинической форме кетода содержание кетоновых тел 
в крови значительно возрастает и увеличивается выделе­
ние их с мечей и молоком (выше 10 мг$), что улавливает­
ся качественной пробой Дестраде.

Лас'.гчт'рпуб исследования• в ветеринарии, Мод-по ’’Колос” 
л, 1971, 430-122.
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13. оп р едеи ш Е  общего кальция в  сыворотке крови

КОМПЛЕКСОМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

13.1. ГЬинпип метода
Мурексид при pH 10 -1 3  образует е кальцием соединение 
розового ц вета. При добавлении трилона Б, поаледний об­
разует с кальцием более прочное комплексное соединение 
и мурексид освобождается с  восстановлением в точке экви­
валентности первоначального фиолетового ц вета.

1 3 .2 .  Реактивы

1 3 .2 .  Х. 0 ,0 0 5  н раствор динатриевой соли ЭДГА (трилон Б ) .
0 ,9 3 2  г  вещества растворяют в дистиллированной воде в 
мерной колбе на I  л и доводят до метки, добавляют нес­
колько капель хлороформа или толуола. I  мл такого рас­
твора ЭДГА эквивалентен ОД мг кальция.

1 3 .2 .2 .  1 .8  н раствор едкого натра. 7 ,2  г  вещ ества растворяют
в дистиллированной .иоде, после охлаждения объем доводят 
до 100 мл,

1 3 .2 .3 .  Водный раствор индикатора мурексида (пурпурат аммония) 
содержащий в  I  мл I  мг вещ ества. Готовят в день прове­
дения анализов. Хранят в холодильнике не более 3 суток.

1 3 .2 .4 .  Стандартный раствор углекислого кальция. 2 ,4 9 5  г  пред­
варительно высушенного до постоянного ве са  при темпера­
туре Ю 5 -П 0 °0  углекислого кальция, помещают в колбочку 
на 150-200  мл, добавляют 2 0 -2 5  мл воды и концентриро­
ванной соляной кислоты каплями до полного растворения 
вещества^ Затем смесь нагревают до кипения, пере ю сят
в мерную колбу на I  л и после охлаждения доводят дис­
тиллированном вод^й до м етки .I л содержит I  мг кальция

Г З .2 .5 .  Установление титра ЭДТА. X мл 0 ,0 0 5  н раствора ЭДГА 
эквивалентен 0 ,1  мг кальция, содержащемуся в О Д  мл 
стандартного раствора углекислого кальция . Берут ОД 
мл стандартного раств ра кальция , добавляют 9 ,3  мл 
биди сталированной воды, 0 ,4  мл 1 ,8  к раствора едкого 
натра, 2  капли растврра индикатора мурексида и титруют 
до  перехода розовой окраски в фиолетовую (окраска кон­
троля) . Проводят не менее 6 параллельных определений 
и вычисляют среднюю величину раствора ЭДГА. Титр ЭДГА 
равен единице,деленной на количество мл 0 ,0 0 5  и раство­

ра ЭДГА,пошедшее на титрование ОД мл стандартного рас­
твора углекислого кальция.
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13>3, Количество необходимых реактивов на 100 анализов
1 3 .3 .1 .  Этилевдиаминтетраукеусная кислоты динатриевая соль 

(трилон Б , хелатон), чда -  0 ,1  г .
1 3 .3 .2 *  Натр едкий, хч -  3 ,2  г .
1 3 .3 .3 .  Мурексид, чда -  0 ,1  г .
1 3 .3 .4 .  Кальций углекислый, безводный, хч -  0 ,2 5  г .

1 3 .4 . Специальное оборудование и аппаратура
1 3 .4 .1 .  Стаканчики химические.
1 3 .4 .2 .  Пипетки на 0 ,1 ,  1 ,0  и 2 ,0  мл.
1 3 .4 .3 .  Колбы мерные на 100 , 200 и I0C0 мл.
1 3 .4 .4 .  Колбы конические из термостойкого стекла на 150-200 мл*
1 3 .4 .5 .  Электроплитка.
1 3 .4 .6 .  Микробюретки на 2 ,0  и 1 ,0  мг,

1 3 .5 .  Материал для исследования
Материалом служит сыворотка крови.

1 3 .6 . Ход определения
1 3 .6 Л , В контрольный стаканчик вносят 9 ,4  мл бвдистиллированной 

воды, 0 ,4  мл 1 ,8  н раствора едкого натра и 2 капли инди­
катора, Раствор окрашивается в фиолетовый цвет»

1 3 ,6 .2 *  В опытный стаканчик вносят 9 мл воды, 0 ,4  мл 1 ,8  н рас­
твора едкого натра, 0 ,4  мл сыворотки, 2 капли индикаторе 
Появляется светло-розовая окраска.

1 3 .6 .3 ,  Опытную пробу ставят рядом с контролем и титруют по кап­
лям 0 ,0 0 5  н раствором ЭДГА до восстановления цвета инди­
катора (окраска контроля).

1 3 .6 *4 , Индикатор внезят в опытные образцы и стандарт непосред­
ственно перед титрованием. Через 5 -6  определений ставят 
новый контроль,

1 3 .7 . Расчеты результатов
Расчет проводится по формуле;

Са.нгЯ д а
0 ,4  да

Са, *  п . Т . 2 5 , где
п -  количество да раствора ЭДГА,пошедшее на титрование

пробы;
Т -  титр раствора ЗДТА;
25 -  постоянный коэффшдеет..
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1 3 .В . Ошибка метода
Ошибка метода при соблюдении описанных условий и соот­
ветствующих навыков составляет *  5 %.

1 3 .9 . Время, необходимое для проведения исследований
В течение дня один исследователь производит 150 ана­
лизов.

1 3 .1 0 . Физиологические пределы

1 3 .1 0 *1 . Содержание общего кальция в сыворотки крови здоровых 
животных представлено в таблице I .

1 3 *1 0 .2 . Концентрации кальция в сьп..оротке крови животных -  ве­
личина довольно постоянная. Однако содержание его  в 
сыворотке крови всё же изменяется в зависимости от 
уровня поступления его с  кормами и клинического сос­
тояния животного.

1 3 Л 0 .3 .  Снижение содержания кальция в крови (гидокаяьцемия) 
наблюдают при длите гьном дефиците его в рационе или 
при плохом усвоении при недостатке витамина Д, про­
теина, углеводов г избытке фосфора и цинка. Гипокаль- 
цемия бывает при тяжелых формах осте одиетрофии, паст­
бищной тетании, родильном паризе.

1 3 ,1 0 .4 .  Повышение содержании кальция в крови (гкперкальциеадия) 
встречается редко, например, при избытке йода в орга­
низме, гиперфункции паращитовидных желез, острой кост­
ной дистрофии, гипервитаминозе Д,

1 3 Д 0 .5 ,  Определение кальция в сыворотке крови или плазме (по­
казатели одинаковы) необходимо также для характерис­
тики кальций-фосфорного соотношения*

1 3 .IX . Источники литературы

1 3 .И Л .  Луцкий Д.Я. К-методике комплексометрического опре­
деления кальция в сыворотке крови. Ветеринария, 1968, 
3 5 108.

14. ОПРЬдаШЕ НЕОРГАНИЧЁОГГ'О ФОСФОРА В ШБШОБОМ 
ФИЛЬТРАТЕ КРОВИ С ВАШДАМШЕДАТНШ РЕАКТИВОМ

14 Л ,  Принцип метопа« « ж п и я в п ф м м » » . iHti. i ■ >Iи. «nirwtmi . ,мц ipi II, ,шт

Фосфор в б ззбелковсм  фильтрате крови с вададат—мияиб- 

датным реактивом образует лимонно-желтое окрашивание.
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интенсивность которого пропорциональна его количеству в 
пробе,

1 4 .2 ,  Реактивы

1 4 .2 ,  Г . 20%-ный раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Берут
20 г  ТХУ и растворяют в 80 мл дистиллированной воды.

1 4 .2 .2 ,  Концентрированная серная кислота, хч ,
1 4 .2 .3 ,  Раствор молибдата аммония. 100 г  вещества растворяют 

в 500 мл воды, подогретой до 50 °С. После охлаждения 
приливают 100 мл концентрированной серной кислоты,сно­
ва охлаждают, переносят в мерную колбу и доливают дис­
тиллированной водой до I  л . Хранится долго.

1 4 .2 .4 ,  Раствор ванадата. аммония. 2 ,5  г  растворяют в 500 мл 
кипящей воды. Кипячение продолжают до тех пор, пока 
раствор не окрасится в желтый ц вет. После охлаждения 
раствор переносят в мерную колбу и доливают дистиллиро­
ванной водой до I  л . Реактиь стоек .

Х 4 .2 .5 .  Реактив на фосфор. Готовят путем смешивания растворов 
молибдата и ванадата аммония в равных, объемах. Реактив 
пригоден в течение 2 -х  месяцев.

1 4 . 2 . 6 ,  Стандартный раствор ф осф ора. 4 ,3 9 3  г  од н о зам е щ ен н о го

фосфата калия, высушенного до п о ст о я т  ого веса  в экси­
каторе над концентрированной серной кислотой, растворя­
ют в I  л дистиллированной воды. В I  мл раствора содер­
жится I  мг фосфора. Из него готовят рабочий раствор 
путем разбавления в 50 раз ( I  ж  до 5 0 ) ,  который содер­
жит 0 ,0 2  мг фосфора в I  мл.

1 4 ,3 .  Количество необходимых реактивов на 100 анализов..

1 4 .3 .1 .  Тр1Ш1 оруксусная кислота, ч -  75 г
1 4 .3 .2 .  Серная кислота концентрированная, хч -  10 мл
1 4 .3 .3 .  Аммоний молибденовокислый, чда, хч -  I»  г
1 4 .3 .4 .  Аммоний валадиевокислый, чда -  0 ,3  г
1 4 .3 .5 .  Калий фосфорнокислый односвмещенный,чдэ,хч -  4 ,5  г .

1 4 .4 .  Специальное оборудование и аппаратура

1 4 ,4 .1 *  Фотоэлектроколориметр,
1 4 .4 .2 ,  Колбы конические термостойкие на 1000 мл.
1 4 .4 .3 .  Кшбы мерные на 5 0 , Х00 , 500 и. 10 00 мл.
1 4 .4 .4 .  Электроплитка.
14.4.5, .Пипетки градукрсваише.
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1 4 .4 .6 ,  Центрифуга.
1 4 .4 .7 . Штативы для пробирок.

1 4 .5 . Материал для исследования

Материалом для исследования служит безбелковый фильтрат 
крови, полученный путем смешивания равных объемов ге~ 
пгоинизированной 1фови и ЕО^-ного раствора трихлорук- 
сусиой кислоты и последующего центрифугирования.

1 4 .6 . Ход определения

1 4 .6 Л . К 0*5 мл беэбелкового фильтрата крови приливают 1 ,5  мл 
дистиллированной воды и 2 мл реактива на фосфор (1 4 .£ .5 )  
перемешивают и дают стоять 2 часа.

1 4 .6 .2 .  Центрифугируют при 1500-2000 об/мин в течение 0-10 минут 
для осветления смеси.

1 4 .6 .3 .  Фотометрируют при длине волны 436 нм (фиолетовый свете- 
фильтр)в кювете толщиной I  см против контроля ( 2 мл 
дистиллированной воды и 2 мл реактива на фосфор)»

1 4 .6 .4 . Для построения калибровогщой кривой берут 0 ,5 ;  1 ,0 ;
1 ,5 ; 2 ,0  мл рабочего стандартного раствора ( 1 4 .2 .6 .) *  
доводят до 2 мл дистиллированной водой, добавляют по
2 мл реактива на фосфор и далее поступают как и с про» 
бами. По результатам 3-х  параллельных измерений вычер­
чивают калибровочный график.

1 4 .7 . Расчеты результатов

Расчет проводят по формуле;
Р мг$ а С.4 .100  , где

0 -  количество мг фосфсра по калибровочному графику,
4 -  разведение пробы крови;

100- пересчет на 100 мл.

1 4 .8 . Ошибка метода

Ошибка метода составляет А ±1%,
14 .9 . Время, необходимое для проведения исследований.

В течение дня один ^следователь производит 150 ен, 
лиэов,

14.10 .* Физиол огические пределы

1 4 .1 0 Л . Содержание неорганического фосфора в безбелковом
фильтрате цельной крови, плазмы или сыворотки одина­
ково, если последние отдалены от форменных элементов
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ср азу  после взятия пробы крови и фильтрат получен од­
новременно. Физиологические пределы представлены в 
таблице X .

1 4 .1 0 .  Z* Снижение фосфора в крови (гипофосфатемия) наблюдают
при избытке кальция и дефицитэ витамина Д в организме, 
малоконцентратном типе кормления, отсутствии фосфор­
ных подкормок, хронической форме остеодистрофии.

1 4 .  X 0 .3 . Повышение уровня фосфора в крови ( гиперфосфатемия)
бывает при гипофункции паращитовидных ж елез, вы сако- 
концентратном типе кормления, острой форме оетеодис- 
трофии, повышенном поступлении в организм витамина Д.

1 4 .1 0 .4 .  При характеристике состояния фосфорно-кальциевого об­
мена необходимо учитывать как количественное содержа­
ние в крови неорганического фосфора и кальция, так и 
соотношение между зтит  элементами.

1 4 .1 1 . Источники литературы

1 4 Д 1 Д .  Коромыслов В .Ф ., Кудрявцева I .А .  Ветеринария, 7 ,  19 7 2 .
1 4 . I I . 2 .  P u ls  b a n d w lr s c b a f t l lc b e  P o rsctm n g * I4 „  I I 9

3 8 - 4 2 .

15 . ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕОРГАНИЧЕСКОГО МАГШЙ В БЕЗШК0В0М
ФИЛЬТРАТЕ КРОВИ С ТИТАНОВЫМ ЯОШШ

1 5 .1 .  Принцип метода

Магний с титановым желтым в щелочной среде образует 
оранжово-кр£зное соединение, интенсивность окраски 
которого пропорциональна его  концентрации.

15.2. Реыиивн
1 5 .2 Д .  20%-иый раствор трихлоруксусной кислоты» Берут 20 V 

ТХУ и растворяют в 80 мл дистиллированной воды.
1 5 .2 .2 .  0 » 01$-ннй раствор поливинилового спирта» Растворяют 

1 0 0  мг в I  л бидистиллированной воды при подогревании. 
Реактив стоек .

1 5 .2 .3 .  0,0#*ннй раствор титанового желтого. Реактив готовит­
ся в день анализа на бидистиллироввдиой воде.

1 5 *2 .4 »  2 к раствор едкого натра, растворяют 80 г  вещества в 
I  л бмдистиллированной воды.

1 5 .2 .5 -  Стандартный раствор магния, 0 ,1 6 8  г  лрговдленной окиси 
магния растворяют сначала в 2 ,5  ж  концентрированной 
солярой кислоты'и ДОВОДЯТ бил» ЮТИЛ лир свл ИНОЙ ВОДОЙ в
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в мерной колбе до 100 мл. В I  мл раствора содержится I  мг 
магния. Для построения калибровочной кривой готовят рабочий 
раствор. Из основного стандартного раствора берут I  ш  и 
доводят в мерной колбе до 100 мл бидистиллированной водей.
В I  мл рабочего раствора содержится 0 ,0 1  мг магния.

1 5 .3 .  Количество необходимых растворов на 100 анализов

1 5 .3 .1 .  Трихлоруксусная кислота, ч -  25 г
1 5 .3 .2 .  Поливиниловый спирт, ч -  0 ,0 1 0  г
1 5 .3 .3 .  Титановый желтый, аммонийная соль, ч -  0 ,1  г
1 5 .3 .4 .  Натр едкий, хч -  20 г
1 5 .3 .5 .  Магний окись, чда -  X г
1 5 .3 .6 .  Соляная кислота, концентрированная, хч -  3 мл

1 5 .4 .  Специальное оборудование и аппаратура

1 5 .4  Л . Фотоэлектрокол ориметр.
1 5 .4 .2 .  Центрифуга.
1 5 .4 .3 .  Пробирки центрифужные.
1 5 * 4 .4 .  Стаканчики химические на 50 мл.
1 5 .4 .5 .  Колбы мерные на Юо и 1000 мл.
1 5 .4 .6 .  Стеклянные палочки.

1 5 .5 .  Материал .иля исследования

Материалом служит безбелковый фильтрат крови, получен­
ный путем смешивания и последующего центрифугирования 
гепаринизированной крови и 20%~норо раствора ТХУ в рав­
ных объемах.

1 5 .6 .  Хон определения

1 5 ,6 Л .  Вносят в стаканчик 0 ,5  мл ^ззбелкового фильтрата крови, 
добавляют I  мл 0 , О д н о г о  раствора титанового желтого,
I  мл 0,01% -ного раствора поливинилового спирта, 1 6 ,5  ж  
бидистиллированной воды и 2  мл 2 н раствора едкого нат­
р а .

1 5 .6 .2 .  Тщательно перемешивают стеклянной палочкой и через 6 -1 0  
мин фогометрируй? при зеленом  светофильтре в кювете с 
толщиной слоя 5 ем против контроля.

1 5 .6 .3 .  В контрольную пробу вместо 0 ,5  мл фильтрата крови вносят 
0 ,2 5  мл бидистиллированной воды и 0 ,2 6  мл 2036-ного рас­
твора трихлоруксусно,' кислоты.
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1 5 .7 .  Расчеты результатов

1 5 .7 .1 .  По результатам измерений стандартных растворов магния 
вычерчивают калибровочную кривую.

1 5 .7 .2 .  Берут О Д ; О Д ; 0 ,3 ;  0 ,4 ;  0 ,5 ,  0 ,7 5 ;  1 ,0  мл рабочего 
стандартного раствора магния, анализируют и как и об­
разцы крови. Общий объем до 20 мл доводят бидистилли- 
рованной водой.

1 5 .7 .3 .  Расчет производят по формуле:

Щ,ж<?0 я — — . где

х -  количество магния в мг по калибровочной кривой; 
п -  количество мл безбелковгго фильтата крови, взятого 

на анализ;
2  -  степень разведения крови;

100 -  пересчет на 100 мл крови.
1 5 .7 .4 .  При й = 0 ,5  мл формула представляет следующее:

М$|,мг$  * х . 400,
Пример: показания ФЭК соответствуют 0 ,0 0 2  мг магния по 
калибровочной кривой. Отсюда, содержание неорганического 
магния в крови будет 0 ,0 0 2  . 400 = 0 , 8  мг$.

1 5 .8 .  Ошибка метода

Ошибка метода составляет 3 ±1%*

1 5 .9 .  Гремя, необходимое для проведения исследований
В течение рабочего дня один исследователь производит 

190 анализов,

15.10. Физиологические пределы
1 6 Л О Л , Содержание неорганического магния в крови здоровых 

животных представлено в табл?:це <£.
1 5 .1 0 .2 .  Снижение содержания неорганического магния в крови (ги - 

помагнемия) наблюдается при дефиците магния в организ­
ме, пастбищной тетании.

1,5Л 0 .3 ,  Повышение уровня неорганического магния в крови (г и - 
лермагнемия) бывает редко, например, при отравлениях
солями магния.

, J . 5 . П , Ист очники л итературы j

Петрухин И.В, Труды Смоленской ШБС, 1950, я ы п .1 .,
188-199 .
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16 . ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАЛИЯ И НАТРИЯ В ПЛАЗМЕ КРОВИ 
ПШЕННОЙ «ОТОШйМЗИ

1 6 .1 . Принцип метода

1 6 *1 *1 . При сгорании металлов возникает излучение, интенсив­
ность которого зависит от концентрации элементов, со­
держащихся в растворе. На пути излучения ставятся св е ­
тофильтры, пропускающие воину определенной длины. Свет* 
прошедший через светофильтр, попадает на селеновый фо­
тоэлемент, где преобразуется в  электрический ток, из­
меряемый гальванометром.

1 6 Л . 2 .  Между концентрацией вещества,содержащегося в исследуе­
мом растворе, и отклонением шкапы гальванометра име­
ет ся  определенная св я зь , которая устанавливается путем 
анализа стандартных растворов с содержанием известного 
кш ичесвва калия или натрия при определенном давлении 
г а за  и воздуха.

1 6 .2 .  Реактивы

1 6 .2 Л .  Стандартный раствор натрия основной. Берут 2 ,5 4 1 8  г
хлористого натрия, высушенного до постоянного в е с а  при 
температуре Х05°С, и растворяют в I  л дистиллированной 
воды, В I мл раствора содержится I  мг натрия,

1 6 .2 .2 .  Рабочие стандартные растворы натрия , с содержащие 1 5 ,2 0
и 25 мг натрия в I  литре. Для этого берут соответствен­
но 1 ,5 ;  2 ,0  и 2 ,5  мл основного стандартного раствора 
и доводят дистиллированной водой в мерных колбах на 1и0 
мл до метки,

1 6 .2 .3 .  Стандартный растзор калия основной. Берут 1 ,9 0 6 9  г  хло­
ристого калия, высушенного до постоянного веса  при тем­
пературе Ю 5°С, и растворяют в I  л дистиллированной 
воды. В I  мл раствора содержится X мг калия.

1 6 .2 .4 .  Рабочие стандартные оастворы калия,содержащие 5 ; 7 ,5 ;
10 и 15 мг калия в 1 литре. Для этого берут в мерные 
колбы на 100 мл соответственно 0 ,5 ;  0 ,7 5 ;  1 ,0  к 1 ,5  мл 
основного стандартного раствора калия, добавляют в каж­
дую ксшбу по 15 мл основного стандартного раствора 
натрия ( П .1 6 .2 Д .)  и доливают дистиллированной воды, 
до метки.
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1 6 .3 ,  Количество необходимых: реактивов на 100 анализов

1 6 .3 .1 .  Натрий хлористый, хч -  2 ,6  г
1 6 .3 .2 ,  Калий хлористый, хч -  2 ,0  г

1 6 ,4 «Специальное оборудование и аппаратура

1 6 .4 .1 .  Пламенный фотометр,
1 6 .4 .2 .  Сушильный шкаф.
1 6 .4 .3 .  Колбы м ерш е.
т6 . 4 , 4 .  Пипетки градуированные на I ,  2 ,  5 и 10 мл.
1 6 .4 .5 .  Бюретка измерительная на 50 мл.
1 6 .4 .6 .  Пробирки химические.
1 6 .4 .7 .  Флаконы пеницилиновые.

1 6 .5 .  Материал для исследования

Материалом для исследования служит плазма, полученная 
в течение 4 -х  часов после отбора проб крови.

1 6 .6 ,  Ход определения

1 6 .6 .1 .  Для определения калия берут 0 ,5  мл плазмы и вносят в 
пенццилиновнй флакончик, добавляют из бюретки 9 ,5  мл 
дистиллированной воды, закрывают резиновой пробкой и 
путем перевертывания тщательно перемешивают, Р азведе­
ние соответствует 1 :2 0 .

1 6 .6 .2 .  Для определения натрия плазму крови разводят 1 :1 5 0 , для 
чего берут X мл разведенной 1 :2 0  плазмы ( п .1 6 .6 .1 * ) ,  
вносят в другой флакончик и приливают 6 ,5  мл дистилли­
рованной воды,

1 6 .6 .3 .  Подготовка прибора к работе описана в инструкции, при­
лагаемой к прибору,

1 6 .6 .4 .  Во время прогревания прибора в пламя горелки подают 
дистиллированную воду и при помощи корректора устанав­
ливают шкалу гальванометра на"нуль” .

1 6 .6 .5 .  В распылитель подают рабочие стандартные растворы н ат­
рия, каждый не менее 2 -х  раз и записывают показ ония 
прибора,

1 6 .6 .6 .  Капилляр промывают дистиллированной водой и в пламя 
горелки подают исследуемые пробы также не менее 2 -х  
рад. Показания прибора заносят в журнал исследований.

1 6 .6 .7 .  Через к а д к е  5 -6  проб распылитель промывают дистилли­
рованной водой до тех пер, пока шкала гальванометра не 
установится на "нуль" и подают в распылитель рабочие
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стандартные растворы натрия, в пределах которых уклады­
ваются показания исследуемых проб,

1 6 .6 .8 .  Ход исследования проб плазмы крови на содержание калия 
проводят аналогично натрию, по используются рабочие 
раствори калия и светофшп тр на калий.

1 6 .6 .9 .  В конце исследования капилляр распылителя промывается 
дистиллированной водой, отключается г а з ,  а  затеял воздух, 
выключается прибор из электросети, закрываются диафраг­
ма и фотоэлемент и снимаются светофильтры,

1 6 .7 . Расчеты результатов

Содержание к.лия и натрия ь плазме крови расчитывают 
по калибровочным кривым, построенным на основании изме­
рений рабочих стандартных растворов с  учетом степени 
разведения для калия -  1 :2 0 ,  Д 'я  натрия -  1 :1 6 0 ,

1 6 .8 . Ошибка метода

Ошибка метода при соблюдении режима работы прибора и 
показаний стандартных растворов составляет < 2  %,

1 6 .9 . Время, необходимое д .д  проведения исследований

В течение дня один исследователь производит 160 анали­
зо в .

16 ЛО. Физиологические пределы

1 6 .1 0 Л .  Изменение уровня натрия и калия в крови приводит к на­
рушению кислотно-щелочного равновесия в организме 
животных.

1 6 .1 0 .2 .  Снижение натрия в плазме крови ( гипонатриемия) отме­
чают при длительном солевом голодании, что может при­
вести к нарушениям обмена веществ типа ацидоза кетоза, 
остеодистрофии.

1 6 Л 0 .3 »  Повышение калия з плазме крови (гиперкалиешя) уста­
навливают при поедании большого количества свежей мо­
лодой травы в первые недели после выгона на пастбище, 
при пастбищной тетании.

1 6 .1 0 .4 .  Большое поступление калия с кормом может выводить нат­
рий из организма,

16 Л I . Источники литературы

16.11 Л .  Бриккер В.Н, Лебора* зрное деле, 1961, 7 ,  3 .
1 6 .IX .Z. Вержиковская В .Г .,П опов В.В.Лабораторное д е л о ,1963 6 ,  

2 1 -2 4 .
[& Л 1 .3 . Инструкция к пламенному фотометру.
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1 7 . ОПРЕДШНИВ АКТИВНОСТИ ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФАТАЗЫ В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ ПО ГИДРОЛИЗУ БЕТА-ГЩЕРОФОСФАТА

17 Л .  Принцип кеч ода

Под действием фермента сыворотки крови ^-глицерофосфат 
натрия подвергается гидролизу с освобождением неоргани­
ческого фосфора. Активность фермента определяют по ко­
личеству освободившегося неорганического фосфора.

1 7 .2 .  Реактивы

1 7 .2 .1 .  20%-иыЙ раствор трихлоруксусной кислоты. Берут 20 г  в е ­
щества и растворяют в 80 мл дистиллированной воды.

1 7 .2 .2 .  Серная кислота концентрированная, уд. веса  1 ,6 4 .
1 7 .2 .3 .  Бета-глицерофоофатный субстрат. 2 ,5  г  бета-глицерофос­

фата натрия и 2 ,1 5  г  дизтилбарбитуровой кислоты натри­
евой соли (медннала) растворяют р дистиллированной во­
де и доводят объем в мерной колбе на 500 мл до метки.
PH 9 ,0 + 0 ,1 ,  Хранят в холодильнике под слоем толуола в 
течение 7 днеА.

1 7 .2 .4 .  Раствор молибдата аммония. 100 г  вещества растворяют 
в 500 мл воды, подогретой до 5 0 °С. После охлаждения 
приливают 100 мл концентрированной сорной кислоты,снов» 
охлаждают и переносят в мерную колбу На I  .проливают 
дистиллированной водой до метки.

1 7 .2 .5 .  Раствор ванадата аммония. 2 ,5  г растворяют в 500 мл ки- 
пядей воды. Кипячение продолжают до тех пор, цока рас­
твор не окрасится в жёлтый цвет. После охлаждения р а с ­
твор переносят в мерную колбу на X л и доливают дистил­
лированной водой до метки.

1 7 .2 .6 .  Реактив на фосфор. Готовят путам смешивания растворов 
молибдата и ванадата ато н и я  в равных объемах, Pei ктив 
пригоден в течение 1 -2  -х  месяцев.

1 7 .2 .7 .  Стандартный раствор фосфора основной. 0 ,4 3 9  г  однозш е- 
щеки ого фосфата калия, высушенного над к of (це нтрир ован— 
ной серной кислотой, растворяют в 100 мл дистиллирован­
ной воды, В I  мл раствора содержится I  мг фосфора. Из 
него готовят рабочий стандартный раствор, Берут 5 мл 
основного раствора и доводят дистиллированной водой в 
мерной колбе на 100 ал .до  метки.
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1 7 .3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов

1 7 .3 .1 . Трихлоруксуснал кислота, ч -  50 г
1 7 .3 .2 .  Серная кислота, хч, уд .вес 1 ,84  -  15 мл
1 7 .3 .3 .  Бета-глицефосфат натрия, ч -  1 ,25  х»

(динатрий 2-глицерофосфат)
1 7 .3 .4 .  Диэтилбат'битуровой кислоты 

натриевая сояь (мединал), ч -  1 ,10  г
1 7 .3 .5 . Аммоний молибденовокислый, чда -  15 г
1 7 .3 .6 . Аммоний ванадиевокислый , чда -  0 ,4  г
Х 7 .3 .7 . Калий фосфорнокислый одноэвмещенный, хч -  0 ,5  г .

1 7 .4 , Специальное оборудование и аппаратура

1 7 .4 Л - Фотоэлектрометр-
1 7 .4 .2 . Термостат.
1 7 .4 .3 .  Холодильник.
1 7 .4 .4 . Центрифуга.
1 7 .4 .5 . Пробирки центрифужные.
1 7 .4 .6 . Колбы мерные на 100 и 500 мл.
1 7 .4 .7 . Эксикатор.
1 7 .4 .8 . Электроплитка.
1 7 .4 .9 . Стеклянные палочки.

1 7 .5 . Материал для, исследования

Материалом для исследования служит сыворотка крови,

1 7 .6 . Ход определения

1 7 .6 .1. П центрифужные пробирки наливают по 2 ,5  мл бета-плице- 
рофосфатнох о субстрата и ставят в термостат при темпе­
ратуре 37°С на 15 мин. На каждую пробу берут по 2 про­
бирки (№ I  и $ 2) и на серию исследований по 2 пробирки 
на контроль (№ 3 и > 4) и по 2 пробирки на стандарт
С № 5 и № б ) .

1 7 .6 .2 .  Через 15 минут в пробирку $  X добавляют 0 ,5  мл сыворот­
ки п продолжают нагревать все пробирки в термостате 
При 37°С в течение 60 мин (точно!).

1 7 .6 .3 .  Пробы охлаждают, а затем вносят: в пробирку *  2 0 ,5  мл 
сыворотки, №3 и $  4 по 0 ,5  мл дистиллированной воды,
№ 5 и № 6 -  по 0 ,5  мл рабочего стандартного раствора 
фосфора.

1 7 .6 .4 .  Во все ирисирки приливают по ж  личного раствора 
чдеихлоруксусной кислоты, тщательно перемезяиийют стек­

лянной палочкой и центрифугируют з течение 20 мин при 
1500 обДшн-
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т7 ,6 .5 .  Берут 2 ,5  мл над осадочной жидкости , добавляют 2 ,5  мл 
реактива на фосфор, перемешивают стеклянной палочкой 
и дают стоять 2 часа.

1 7 .6 .0 .  Центрифугируют в течение 5 мин при 1500 об/мин*
1 7 .6 .7 .  Фотометрируют пробы и стацдар-г при длине волны 436 нм 

(фиолетовый светофильтр) в к.овете толщиной слоя X см 
против контроля.

1 7 .7 . Расчеты результатов

Расчеты проводят по формулам:

Хт х 5 Х2 х 5 Xj -  Xg =АЩФ, где
В В

A j- оптическая плотность исследуемой цробы после инку­
бации;

Ag- оптическая плотность исследуемой пробы до инкубации;

В -  оптическая плотность рабочего стандартного раствора 
фосфора;

5 -  коэффициент (.для 5 мирного стандартного раствора 
фосфора);

Xj~ количество мг неорганического фосфора, содержащегося 
в 100 мл сыворотки после инкубации ее с глицеро­
фосфатам субстратом;

Xg- количество мг неорганического фосфора, содержащего­
ся в 100 ш  сыворотки до инкубации с глицерофоефат- 
ным субстратом.
Разница s  содержании неорганического фосфора до и 
после инкубации уел or го обозначается единицами Бо­
дан с к or о.

17.8. Ошибка метода
Ошибка метода составляет 5 +. 1%.

Х 7.9. Воамя. необходимое лля проведения исследований
В течение дня один лаборант проводит анализы в 30 об­
разцах сыворотки крови.

17ЛО* Физиологические пределы
17Л О Л . Активность щелочной фосфатазы в сыворотке крови эдоро- 

Шх. животных представлена в таблице <£.
17*10.2. Активность щелочной фоафатааы повышается при нарушении 

фосфорного и кальциевого обменов, при оетеодистргфии.
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X7.II. Источники литературы
1 7 .П .1 .  Bod впеку АДГ • B i o l *  с Ь е и * , 1 9 3 3 , Ю 1, 93* 
I 7 . I X .2 .  Методические указания по применению унифицированных 

клинических лабораторных методов исследований. М., 
1973, 8 8 -9 0 .

17 . I I . 2 .  Кор смыслов В .Ф ., Кудрявцева Л. А. Ветеринария, 1972, 
1 0 , 119 .

18 . ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЩЕЛОЧНОГО РЕЗЕРВА В ПЛАЗМЕ КРОВИ 
ДИФФУЗИОННЫМ МЕТОДОМ

1 8 .1 . Принцип метода

В одной половине сдвоенной колбы плазма крови обраба­
тывается серной кислотой, благодаря чему вьщеляется 
углекислый г а з ,  находящийся в составе бик&рбонатои, 
Выделившийся углекислый газ поглощается растрореад ед­
кого натра, кагоры!: находится в другой половине колбы. 
Избыток едкого натра, не вошедшего в реакцию с углекис­
лым газ сад, и половину натрия углекислого ( JfegCOg), об­
разовавшегося в процессе поглощения COg, оттитровывают 
раствором серной кислоты. По количеству связанного ед­
кого натра определяют количество выделенного из плазмы 
углекислого г а з а , которое эквивалентно содержанию би­
карбонатов (№aHC0gj,

1 8 .2 . Реактивы

1 8 *2 .1 . ОД н раствор серной кислоты (из фиксанала).
1 8 .2 .2 .  0 ,2  н раствор серной кислоты. Готовится из ОД н рас­

твора серной кислоты в день исследования.
1 8 .2 *3 . ОД н раствор едкого натра.
1 8 .2 .4 ,  0 ,0 2  н раствор едкого натра в бутыли, защищенной от 

доступа воздуха и соединенной с  микробюреткой на 5 мл
1 8 .2 .5 .  55&-ный р а с т в о р  серной кислоты. Берут* 2 ,7  мл концентри­

рованной серной кислоты и добавляют 95  мд дистиллиро­
ванной воды.

18 .2*3* спиртовый раствор фенолфталеина ,
1 8 .2 .7 ,  Вазелиновое масло,
1 8 .2 *8 . I^ -кпЙ раствор гепарина.
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18 3* Количество необходимых реактивов на 100 анализов

1 8 .3 .1 *  Серная кислота, фиксанал -  I  шт.
1 8 .3 .2 .  Натр едкий, хч -  4  г .
1 8 .3 .3 .  Серная кислота концентрированная, хч -  3 мл.
1 8 .3 .4 .  Фенолфталеин -  0 ,3  г .
1 8 .3 .5 .  Вазелиновое масло -  100 мл.
1 8 .3 .6 .  Гепарин -  0 ,3  г ,

1 8 .4 .  Специальное оборудование и аппаратура

1 8 .4 Л .  Сдвоенные колбы с резиновыми пробками.
1 8 .4 .2 .  Микробюретки на 2 и 5 мл.
1 8 .4 .3 .  Штативы универсальные,
1 8 .4 .4 .  Пипетки на I ,  2 , 5 мл.
1 8 .4 .5 .  Бутыль с тубусом.
1 8 .4 .6 .  Центрифужные пробирки из толстого свекла.
1 8 .4 .7 .  Центрифуга.
1 8 .4 .8 .  Колбы мерные на 100 и 1СЭ0 мл.

Т 8 .5 , Материал для исследования

Материалом для исследования служит плазма крови» полу­
ченная в уел овишс  ̂максимально исключающих доступ воз­
духа в пробу.

ТВ.6 . Ход определения

1 8 .6 .1 .  В чистые, сухие центрифужные пробирки вносят 0 ,5 - 1 ,0  
мл вазелинового масла, 2 -3  капли 1%-ного раствора ге ­
парина и закрывают пробками, нумеруют.

1 8 .6 .2 .  В подготовленную пробирку берут кровь, осторожно пере­
мешивают и ставят в прохладное место (термос со льдом).

1 8 .6 .3 .  В лаборатории кровь центрифугируют в той же пробирке 
под слоем вазелинового масла (пробирки открывают) при 
2500-3000 об/мин в течение 20 минут.

1 8 .6 .4 .  Плазму крови вместе с вазелиновым маслом переносят в 
’Фугую пробирку и хранят в холодильнике.

1 8 .6 .5 .  В одну половину сдвоенной колбы наливают 2 мл 0 ,0 2  н 
раствора едкого натра» закрывают пробкой, в другую i. з- 
л овину колбы -  0 ,5  мл т еш и  крови и I  мл 5%-норо рас­
твора серной кислотн и быстро закрывают ее пробкой. 
Анализы щ' вводят серийно. Сначала во все колбы вносят 
из бюреток на 5 мл рйствор едкого натра, затем вносят 
плазму и раствор серной кислоты, каждый рва поочередно 

открывая h s.
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1 8 .6 .6 . Проверяют хор quo ли закрыти колбы, осторожно перемеши­
вают (вращательными движениями) плазму крови с  кисло­
той и оставляют стоять в течение 4 -х  часов (можно и боль­
ше, обычно на н оч ь). В контроле (не менее 4 -х  колб) 
вместо плазмы вносят дистиллированную воду. Перемеши­
вание пла мы с кислотой проводят не менее 3 -х  р а з .

1 8 .6 .7 .  Через т-:зтыре часа (или утром следующего дня) приступа­
ют к титрованию. Для этого поочередно открывают поло­
вину колб, где находится раствор едкого натра, вносят 
2  каш и 1%-нсго раствора фенолфталеина и титруют из 
микробгаретки на 2  мл. 0 ,0 2  н раствором серной кислоты 
до полного обесцвечивания раствора.

1 8 .7 . Расчеты результатов

1 8 .7 Л ,  По разнице титрования в контрольных и опытных образцах; 
устанавливают количество мл 0 ,0 2  н раствора едкого к т -  
р а , связанного с  углекислым газом , вытесненным из би­
карбонатов плазмы.

1 8 .7 .2 . Расчет ведут по формуле:

X о б .д а 2 А ,  ю о , где
Ifпл

Wк -  количество 0 ,0 2  н раствора серной кислоты в мл, 
пошедшего на титрование контрольного образца;

//л -  количество 0 ,0 2  п раствора, серной кислоты в мл, 
пошедшего не. титрование исследуемого образца;

IfTt-Vn  ~ количество 0 ,0 2  н раствора едкого натра в мл, 
связанного с C0gj

V'm ~ количество плазмы крови в мл (в  методике принято 
равным 0 ,5  м л);

0 ,4 4 В  -  коэффициент пересчета 0 ,0 2  н раствора едкого нат­
ра на С0г» в условиях данной реакции;

.ТОО -  коэффициент для перевода результатов анализа на 
100 мл плазмы крови,

[ 8 ,7 .3 .  Разницу количества (мл  ̂ 0,и<: и рястзоря серной кислоты, 
пошедшего на титрование контрольного м опытного образца, 
умножают на коэффициент В 9 .6  и получают конечной резуль­
тат в об.%С0р.
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1 8 .8 ,  Оиибка метода

Ошибка метода составляет 3+1#.

IB .9 .  Время, необходимое для проведения исследования 
В течение дня один исследователь производит 100 
анализов.

1 8 .1 0 . Физиологические пределы
Нормальные велечгаи щелочного резерва в плазме крови 
животных представлены в таблице 2 .

1 6 .1 1 . Источники литературы
1 8 .  XXЛ. Кондрахин И.П. 1руды Московской ветеринарной академии,

1 9 63 ,47 , Ш -1 1 8 .
1 8 .1 1 ,2 .  Метров Л.Е. Ветеринария, 1974, I ,  8 9 -9 2 .
1 8 Л  1 .3 .  Кондрахин И.П., Петров П.Е. Методика определения резерв­

ной щелочности крови сельскохозяйственных животных с 
помощью лабораторного титратора T -X I0 . Утверждена 
ГУВ МСХ СССР 1 6 .0 2 .7 6  г .

19 . ОПРЩДЕЛЕШ ВйТА’Ш А А И КАРОТИНА В ПЛАЗМЕ КРОВИ
СПЕдаОФОТОМЕТРЙЧБСКШ МЕТОДОМ

19Л. Принцип метода
Метод основан на щелочнем гидролизе и экстракции вита­
мина А и каротина из плазмы крови при помощи май слету- 
чих растворителей и последующем спектрофотометричеоком 
измерении поглощения света раствором при длине волны 
328 нм для витамина А и 460 нм для каротина.

19.2, Реактивы
1 9 .2 .1 .  96%-ный этиловый спирт,
1 9 .2 .2 .  I I  н раствор едк го далия? 617 ,21  г  едкого калия доводят 

дистиллированной водой в колбе на I  л .
1 9 .2 .3 »  X и раствор едкого калия в 96$~иом этиловом спирте.

,£ I объему I I  и раствора едкого калия добавить 1.0 объе­
мов йтияового спирта. Раствор готовят в день проведения
анализов.
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1 9 .2 .4 »  Комоло-октановая смесь Ш 1 ) .  Готовят в  день прове­
дения анализов.

1 9 .3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов

1 9 .3 Л .  Ксилол, ч , -  150 мя.
1 9 .3 .2 .  Октан, х .ч .  -  150 мл.
1 9 .3 .3 .  Спирт этиловый 96#-ный -  100 мл.
1 9 .3 .4 .  Келий едкий -  75 г .

1 9 .4 . Специальное оборудование и аппаратура

1 9 .4 Л .  Спектрофотометр типа СФ-16, СЙМ и до.
1 9 .4 .2 . Пробирки из стекла пирекс с пришлифованными пробками.
1 9 .4 .3 . Центрифужные пробирки.
1 9 .4 .4 . Пинетки градуированные на I ,  5 , 10 мл.
1 9 .4 .5 .  Водяная баня.
1 9 .4 .6 . Ультрафиолетовая лампа ПРК-4.
1 9 .4 .7 .  Вентилятор настольный.
1 9 .4 .8 .  Центрифуга.
1 9 .4 .9 . Мерные цилиндры на 250 мл.
1 9 .4 Л 0 . Стеклянные палочки-

1 9 .5 . М атетгл  для исследования

Материалом для исследования служит плазма крови.

1 9 .5 . аод определения

1 9 .6 Л .  В центрифужную пробирку набирают I  мл плазмы крови и 
добавляют такое же количества I  н спиртового раствора 
едкого калия.

1 9 .6 .2 .  Перемешивают стеклянной палочкой до образования одно­
родной смеси и ставят ДаЯ гидролиза на водяную баню 
при температуре 6 0 °С на 20 минут.

1 9 .6 .3 .  Пробу охлаждают в воде со  льдом в течение 5 -1 0  минут 
и добавляют 3 мл ксилоло-октановой смеси.

1 9 .6 .4 .  Пробирку со смесью сильно встряхивают и дают постоять, 
после чего центрифугируют 5 минут при 1500 об/мин,

1 9 .6 .5 .  Недосадочную жидкость переносят пипеткой в кварцевую 
кювету и фоточетрируют при длине волны 460 нм (опреде­
ляют оптическую плотность каротина) с использованием 
лампы накаливания.

1 9 .6 .6 .  Дпг определения витамина А пробы фаторетрнруто при дли­
не волны 328 нм до и после облучения m  ультрафиолете- 

вш и лучеми с использованием дейтергл-дой лампы ш свет о-
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фильтра УФС-2 и вычисляют разницу оптической плотности
1 9 .6 .7 .  Пробы облучают в закрытых пробирках из стекла пиреко

лампой ПРК-4 на расстоянии 15-19  см в течение часа.
Охлаждают с  помощью настольного вентилятора.

1 9 .7 .  Расчеты результатов

Витамин А, 637 . E j .3
Каротин, мкг$ » 4 u ).E g ,3  j где

480 и 637 -  постоянные коэффициенты;
E j -  разница оптической плотнооти пробы до и после об­

лучения при 328 нм;

Eg- оптическая плотность пробы при 460 нм;

3 -  количество мл ксилсщо-октановой смеси.

1 9 .8 .  Ошибка метода

Ошибка метода составляет 5+1$.

1 9 .9 .  Время» необходимое для проведения исследования

При серийных исследованиях один человек выполняет 26
анализов.

1 9 .1 0 . Физиологические пределы

1 9 .1 0 .I .  Содержание каротина в сыворотке крови повышается в 
летний период и снижается в зимне-стойлодай период. 
Уровень каротина в сыворотке крови свидетельствует 
о величине поступления его  в организм с кормами. 
Усвоение его и превращение в витамин А зависит от 
интенсивности обменных процессов в организме.

1 9 Л 0 .2 .  Уровень витамина А и каротина снижается при хранении 
плазмы, что следует учесть при проведении анализов.

19.IX. источники литературы

1 9 .И Д .  Покровский А,А. Методы биохимических исследований в 
клинике. М., 1969, 46 3 -4 6 8 .

20.0ПРВДЕЛЕНИЕ ВИТАМИН̂  А В ПЛАЗМЕ КРОВИ КОДОРИМЕТРИЧЕСКИМ 
МЕТОДОМ

Внтамг; А взаимодействует с треххлористой сурьмой с 
образованием соединения синего цвета,интенсивность 
которого зависит от концентрации витамина.
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2 0 .2 . Реактивы
2 0 .2 .1 .  Хлороформ очищенный, обезвоженный. Химически чистый хлоро­

форм промывают 2 -3  раза дистиллированной вещ ой, обезвожива­
ют сернокислым натрием (безводный), пропускают через стек­
лянный перегонный аппарат на шлифах и хранят во флаконах 
из желтого стекла.

2 0 .2 *2 . Насыщенный раствор треххлористой сурьмы. Вещество щмлиюа- 
ют небольшим количеством очищенного хлороформа, пока не бу­
дет стекать бесцветный раствор. Высушивают в эксикаторе над 
серной колотой в течение 48 часов, Готовят насыщенный рас­
твор П 1-ЗД -ный) при температуре 20 С на обезвоженном 
хлороформе.

2 0 .2 .3 .  Спирт этиловый 96%-ный.
2 0 .2 .4 .  Эфир серный для наркоза.
2 0 .2 .5 .  60%-ный водный раствор едкого калия. Берут 600 г  едкого ка­

лия (хч , чда) и растворяют в  400 мл дистиллированной воды.
2 0 .2 .6 .  Уксусный ангидрид, ч .
2 0 .2 .7 .  1%-ныЙ спиртовый раствор фенолфталеина.
2 0 .2 .8 .  Серная кислота концентрированная (уд. вес 1 ,8 4 ) ,  хч .
2 0 .2 .9 .  Баллон с углекислотой.
2 0 .2 .1 0 .  Натрий сернокислый безводный.
2 0 .2 . I T .Медь сернокислая , хч , чда,
2 0 .2 Л 2 . Кобальт азотнокислый, чца.
2 0 .2 .1 3 , Стандартный раствор основной. Берут 7 ,5  г  сернокисл г а меди, 

высушенной в сушильном шкафу при температуре 105 С до пос­
тоянного веса и 0 ,3 5  г  азотнокислого кобальта, высушенного 
в течение 48 час в эксикаторе над серной кислотой и раство­
ряют в 50 мл дистиллированной веды.

2 0 ,2 Л 4 .Рабочие стандартные растворы для пробирок-эталонов.

Ш 1 Количество 
! основного 
! паствора.мл

| Количество 
! дистиллиров. 
! воды, мл

! Общий 
! объем, 
! мл

! Число 
! синих 
I _ единиц

I . 1 0 ,0 10 0
2 0 ,7 3 9 ,2 7 10 0 ,7 5
Э 0 ,9 7 9 ,0 3 10 1 ,0 0
4 1 ,21 8 ,7 9 10 1 ,2 5
5 1 ,46 8 ,5 4 10 1 ,5 0
6 1 ,70 8 ,3 0 10 1 ,7 5
1 1 ,9 4 3 ,0 6 10 2 ,0 0
8 2 ,4 2 7 ,5 8 10 2 ,5 0
9 2*91 7 ,0 9 10 3 ,0 0
10 3 ,4 0 6 ,6 0 10 3 ,5 0
II 3 ,8 8 6 ,1 2 10 4 ,0 0
12 4 ,3 7 5 ,6 3 10 4 ,5 0
13 4 ,8 5 5 ,1 5 10 5 ,0 0

Рабочие стдадартные растворы хранят в пробирках, закрытых 
корковыми пробками. Пробки' сверху заливают расплавленным 
парафином.Срок хранения 2 мес в темном мосте я в **«хле из 
темной бумаги,
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2 0 .3
2 0 .3
2 0 .3
2 0 .3  
2Э..З
2 0 .3
2 0 .3
2 0 .3
2 0 .3
2 0 .3
2 0 .4

I  КГ.

2 0 .4 ,

20 .4 ,
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .4
2 0 .5

. Количество необходимых реактивов на 100 анализов
Хлороформ, хч -  500 мл.

.2 .  Сурьма треххлористая, хч , -  50 г .

.3 .  Серная кислота концентрированная -  
,4 . Калий едкий, хч -  0 ,6  кг .
,5 .  Уксусный ангидрид, ч -  10 мл.
.6 . Этиловый спирт 9Ь%-ный -  1 ,7 5  л .
,7 . Натрий сернокислый, безводный, хч , ода -  2  кг .
,8 . Фенолфталеин -  I  г .
.9 . Эфир серный для наркоза -  15 л .
, Специальное оборудование а аппаратура
I .  Бюретка с притертым краном на 1 0-15  мл для треххлористой 

сурьмы.
,2 . Водяная баня.
,►3. Пробирки центрифужные.
,4 . Пробирки химические.
,5 . Воздушные холодильники -  стеклянные трубки.
.6 . Пипе леи измерительные на 1 ,2 ,5 ,  10 мл.
,7 . Сушильный шкаф,
,8 . Перегонный аппарат стеклянный на шлифах.
,9 . Весы аналитические,
,1 0 .Флаконы из желтого стекла.
,1 1 .Эксикаторы.
Л 2 . Колбы конические.
Л 3 ,Колбы мерные,
Л 4 . Хол одильник быт ов ой,
Л 5 .Делительные воронки.
Л 6 . Колбы Вюрца.
Л 7 . Воронки для фильтрования.
, Материал для исследования

Материалом для  исследования служит плазма крови.
2 0 .6 ,  Ход определения
2 0 .6 .1 .  В коническую колбу объемом 100 мл вносят 10 мл плазмы крови, 

10 мл 60^-ного раствора едкого калия и 10 мл 96$-ного эти­
лового спирта.

2 0 .6 .2 »  Содержимое колбы тщательно перемешивают, закрывают резино­
вой пробкой с  воздушным холодильником (стеклянная трубка 
длиной 60 сад, диаметром 1 ,2  см) и ставят для гидролиза в 
воздушную баню при температуре 6 0 °С на 30 мин. Колбу перио­
дически встряхивают.

20 *6 .3 »  Колбу со смесью охлаждают под струей водопроводной воды или
в воде со льдом.

2 0 ,6 ,4 ,  Содержимое колбы переносят в делительную воронку.
2 0 .6 .6 .  Кслбу ополаскивают сначала, небольшим количеством (1 -2  мл) 

дистиллированной воды,а затем 2 -3  раза серным эфиром. Общий 
объем эфира 60-60  мл. Воду и эфир сливают в ту же делитель­
ную воронку.

20.6.6. Делительную воронку закрывают пробкой и содержимое хороню
перемешивают, время от времени приоткрывая кран,
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2 0 .6 .7 .  Посла четкого расслоения нижнюю (темную) жидкость сливают 
в другую делителььую воронку,добавляют 30 -4 0  мл сорного 
эфира й повторяют п. 2 0 .6 ,6 .

2 0 .6 .8 .  После расслоения верхний (эфирный)слой отсасывают й перено­
сят в первую делительную воронку, где находится эфирный 
экстракт.

2 0 .6 .9 .  Экстрагирование производят третий раз ( п .2 0 .6 .7 . ,  2 0 .6 .8 ) ,
2 0 .6 .1 0 ,Объединенные эфирные вытяжки в делительной воронке промы­

вают дистиллированной ведой. Для этого в делительную ворон­
ку о эфирной вытяжкой вносят 70 -8 0  мл дистиллированной во­
ды, закрывают пробкой и ставят в штатив. После расслоения 
воду сливают. Процедуру повторяют 4 -5  рае, пока в промыв­
ной воде при добавлении 2 -3  капель 1%-ного раствора фенол­
фталеина не будет появляться розовая окраска.

2 0 .6 . II .Е с л и  жидкости при экстрагировании и промывании разделяются 
плохо , то добавляют по 10 мл 96%-ного этилового спирта,

2 0 .6  Л 2 . Промытый эфирный экстракт высушивают путем фильтрования его 
через безводный сернокислый натрий в сухую чистую колбу о о 
складчатым фильтром, а оставшиеся на фильтре сернокислый 
натрий промывают небольшим количеством эфира, который при­
соединяют к основному экстракту.

2 0 .6 .1 3 ,Эфирный экстракт из колбы отгоняют в водяной бане пр\, тем­
пературе 6 0 4 J в токе углекислоты до получения сухого остат­
ка,

2 0 .6 Л 4 . Сухой остаток растворяют в I  мл хлороформа.
20.6Л5»Пробу переносят в миленькую пробирку,закрывают резиновой 

пробкой, обернутой алюминиевой фольгой.
2 0 ,6 .1 6 .На анализ берут 0 ,2  мл,добавляют I  каплю уксусного ангидри­

да, и 2 мл насыщенного раствора треххлористой сурьмы и срав­
нивают интенсивность синей окраски со шкалой стандартных 
растворов. Отсчет производят сразу (не позднее 10 с е к ) ,т а к  
как окраска быстро исчезнет.

2 0 .7 .  Расчеты результатов
2 0 .7 .1 .  Количество витамина А в плазме крови определяют по формуле:

Вит. А, мкг *  где

п -  число синих единиц,установленных по шкале стандартов; 
у  -  объем хлороформа,взятого для растворения сухого остатка, 

мл;
в -  количество плазмы крови,взятого для анализа, мл;
4 -  постоянный коэффициент;

1000  -  коэффициент п ер есч ета  в mki> ,
2 0 .8 .  Ошибка метода

Ошибка метода составляет +5%.
2 0 .9 .  Время, необходимое для проведения исследования

В течение дня один исследователь производит 30 анализов.
2 0 .1 0 . Физиологические пределы

"Содержание внтамйнаТРв сыворотке крови представлено в 
таблице 2 .

20.11',., Источники литературы
Ж Г1Г, I' 1'’1аГшаторнне исследования в ветерююрки^Под ред* В,Я.Антоно­

ва и Я.И. Клинова, М .,1 9 7 1 , 441-44.5.
2 0 .1 1 ,2 .  Бессарабова Я и !. , Емелина .КЛ\, Петухсчгц g.A. Мотавы зеюммг* 

ничзсКого анализа кешов. ^.ДЗА, 1976, '
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а  . ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАРОТИНА В ПЛАЗМЕ КРОВИ ФОТОМЕТРИЧЕСКИМ 
МЕТОДОМ

£ 1 .1 . Принцип метола

Каротин извлекается из безбелкового фильтрата плазмы 
крови петроле“ным эфиром или авиационным бензином и 
определяется колориметрически.

2 1 .2 .  Реактивы

£ 1 .2 .1 .  Петролшейный эфир или авиационный бензин марки Б -70 .
2 1 .2 .2 .  96%-ный этиловый спирт.
2 1 .2 .3 .  Основной стандартный р аствор  360 мг хромовокислого 

калия растворяют в мерной колбе на 500 мл небольшим 
количеством дистиллированной воды и затем доводят до
метки.

2 1 .2 .4 .  Рабочий стандартный раствор готовят в день анализа 
путем разведения основного стандартного раствора 1 :1 .

2 1 .3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов

2 1 .3 .1 .  Петрочейный эфир (ч) тли авиационный бензин марки 
Б-70 -  600 мл.

2 1 .3 .2 .  96%-ный этиловый спитр -  300 мл.
2 1 .3 .3 .  Калий хромовокислый, Х.Ч. -  360 мг.

2 1 ,4 ,  Специальное оборудование и аппаратура

2 1 .4  Л .  Фотоэлектракслориметр.
2 1 .4 .2 .  Химические пробирки.
2 1 .4 .3 .  Пипетки на 1 , 5 , 10 мл.
2 1 .4 .4 .  Мерные колбы на 250 и 500 мл,
21.4.5. Стеклянные пагочки,
2 1 .5 . Материал для исследования

Материалом для исследования служит плазма крови.

2 1 ,!; . М  определения

И . 6 .1 .  В пробирку вносят I ил плазмы крови, 3 мл 96%-иоро
этилового спирта» тщательно перемешивают стеклянной 
пап очной,

21 «6.2-, Добавляют 6 мл петр елейного эфира или авиационного 
беизккн, ч .-т-рнчивают в течение 2 минут.
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2 1 .6 .3 .  Приливают осторожно по стенкам 0 ,5  мл дистиллированной 
воды и оставляют стоять до  четкого разделения и про­
светления верхнего сло я .

2 1 .6 .4 .  Верхний слой осторожно сливают в пробирку и колрримет- 
рируют на ФЭКе при синем светофильтре в кювете с  тол­
щиной слоя I  см против контроля (дистиллированная во­
д а , спирт, эфир или бензин).

2 1 .6 .5 .  Параллельно калориметрируют рабочий стандартный раствор, 
обработанный также., как и основные пробы.

2 1 .7 .  Расчеты результатов

Расчет проводят по формуле:

Епр
X * —  . 1 ,2 4 8  , где 

Ест

X -  КФГ'1 ;ество  каротина в м г$;
Е ^ -  оптическая плотность исследуемого образца;

Ес т -  оптическая плотность стандартного тм,/**!*»™»*

1 ,2 4 8  ~ коэффициент пересчета в м г$.

2 1 .8 .  Ошибка метода

Ошибка метода составл яет 5+1$.

2 1 .9 .  Время, необходимое для проведения исследования

Время на одно исследование 2 ^ -25  минут. В течение ра­
бочего дня в среднем 30 проб.

2 1 .1 0 .  Физиологические пределы

Содержание каротина в плазме крови повышается в летний 
период и снижается в зимне-стойловый период. Уровень 
каротина в плазме крови свидетельствует о величина его  
поступления в организм с кормами,Усзоение его  и превра­
щение в витамин А зависит от интонсивности обменных, про­
цессов в организме. Содержание каротина в плазме коони 
здоровых животных представлено в таблице I .

2 Т .П .  Источники литет>атут>н

2 1 . П Л .  Кор смысл ов В .Ф ., Кудрявцева Л .А ,-  Уксиресс метод оггрв- 
,деления каротина в плазме крови, Ветеринария, 1973 ,
2 , с .  108.
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2 2 . ОПРЕДМЕШЕ ВИТАМИНА С В ПЛАЗМЕ КРОВИ

22Л .  Принцип метода

Аскорбиновая кислота восстанавливает трех валентное 
железо в двухвалентное. Последнее образует с ^ Я ’-дипи- 
ридшюм комплексное соединение розового цвета.

2 2 .2 .  Реактивы

2 2 .2 .1 .  5%-ный раствор трихлоруксусной кислоты. 5 г  ТХУ рас­
творяют в 95  ш  дистиллированной воды,

22.2 .2 . 40%-ный раствор трихлоруксусной кислоты. 40 г  ТХУ рас­
творяют в 60 мл дистиллированной воды.

2 2 .2 .3 .  3%-ный раствор хлорного железа. Хранится не белее 3 су­
ток. 1 ,5  г  хлорного железа растворяют в 50 мл дистил­
лированной воды.

2 2 .2 .4 .  1%-ный раствор ЯЯ'-дипирвдила, В воде хя-дигшридил 
растворяется плохо, поэтому навеску его необходш о 
смочить 96% -ным этиловым спиртом. К 0 ,5  г oU-дипири- 
дила прилить 4 мл спирта, а затем в мерной колбе на 
50 мл долить б иди с т и л л о в  анн ой воды до метки.

2 2 .2 .6 .  85%-ная фосфорная кислота.орто.
2 2 .2 .6 .  Аскорбиновая кислота.

2 2 ,3 .  Количество необходимых реактивов на 100 анализов

2 2 .3 .1 .  Трихлоруксусная кислота (ТХУ), ч.~50 г .
2 2 .3 .2 .  Фосфорная кислота орто, х .ч . -  10 мл.
2 2 .3 .3 .  Шелеэо хлорное (железо тре х л о р и с т о е ) ,ч .д .а .,х .ч .-3  г .
2 2 .3 .4 .  oW-дипиридил (2,2-дипиридил), ч . -  I  г .
2 2 .3 .5 .  Аскорбиновая кислота -  35 мг.

2 2 .4 , Специальное оборудование и аппаратура

2 2 .4 .1 .  Фотоэл ектрокол ориметр.
2 2 .4 .2 .  Центрифуга.
2 2 .4 .3 .  Центр плужные пробирки,
22.4.4. Каабы мерине на 50 и 100 мл,
2 2 .4 .5 .  Пипетки градуированные на О Д , I  и 2 мл.

22.5. Материал для исследоь.шия

Материалом для исследования служит плазма крови.
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2 2 .6 ,

22.6.1

22.6.2
2 2 .6 .3

2 2 .6 .4

Ш йм-
2 2 .7 .1

2 2 .7 .2

2 2 .7 .3

2 2 .7 .4

Ход определения

. К 2  мл плазмы добавляют 0 ,3  мл охлажденного 40%-ного 
раствора трихлоруксусной кислоты, перемешивают стек­
лянной палочкой и оставляют на 10 минут на холоде ( в 
воде со льдом) о целью более полной денатурации белков.

:. Центрифугируют 20 м ину при 2000 об/мин.
1. К X мл чад осадочной жидкости прибавляют 0 ,5  мл бидис- 

тиллированной воды, ОД мл 85%-ной фосфорной кислоты 
(о р т о ), 0 ,8  мл 1%-ного раствора -дипиридила и ОД 
мл 3%-ного раствора хлорного ж елеза. Содержимое про­
бирки после добавления каждого реактива тщательно пере­
мешивают и оставляют на 30 мин для проявления окраски. 
Окраска стабильна в течение суток.
По истечении 30 минут пробы центрифугируют 5 мин при 
2000 об/мин и колориметрируют на ФЗКе при длине волны 
525 нм (зеленый светофильтр) в кювете с толщиной ело,.
5 мм против контрольной пробы (вместо над осад очной жид­
кости берут дистиллированную веду , а  затем поступают 
таздае, как с  опытными пробами).

Расчеты результатов

. Расчет содержания витамина С производят с помощью ка­
либровочного графика. 3 3 ,3  мг аскорбиновой кислоты 
растворяют в 100 мл 5%- того раствора трихлоруксусной 
кислоты. 10 мя этого  раствора вносят в мерную колбу на 
100 мл и доливают до метки 5%-ным раствором трихлор­
уксусной кислоты.

. В 6 мерных колбочек на I'jO мл вносят последовательно 
4 , 6 ,  8 ,  10 , 2 0 , 30 мл стандартного раствора и доводят 
до метки дистиллированной водой.

• По 1 ,5  мя раствора из каждой колбочки вносят в центри­
фужные пробирки, прибавляют по ОД мл 85%-ной фосфор- 
ной кислоте ( орте/ , 0 ,8  мл 1%-м его раствора 
пиридида и ОД т  3%~пого растворе хлорного ж елеза, пе­
ремешивают и оставляют на 30 мин для, проявления окрас­
ки,

. Перед калориметрмргпзнием пробы центрифугируют 5 мин 
при 2000 об/мин. 17съг,ученные результаты изо рожьст гра­
фически на мил.т?цетропой бумаге.
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2 2 .8 .  Ошибка метода
Ошибка метода составляет 3 +1%,

2 2 .9 * Время, необходимое на проведение исследования

В течение дня один исследователь проводит 50 анализов.

2 2 .1 0 . Физиологические пределы
Содержание витамина С в плазме здоровы* животных 
представлено в таблице SL 

f f i . I I .  Примечание:
22 .11  Л .  Стандартные растворы аскорбоовой кислоты нестойки.

Их готовят непосредственно перед исследованием. 
Содержание витамина С в плазме крови при ее хранении 
р холодильнике снижается.

2 2 Л Х .2 . Содержание витамина С в сыворотке крови значительно 
ниже, чем в плазме.

2 2 Л  1 .3 .  Определение содержания витамина С необходимо проводить 
в свежей плазме, отделен ой от форменных элементов в 
течение 4 -х  часов после отбора проб крови.

2 2 .1 2 . Источники литературы 
22 12 I L&nnonl V, » Lynoh М* , Goldstein S* , Sato Р» A. rapid  

micramathad for the determ ination of ascorb ic acid  
in plasma and tis s u e s *  Biochem* 1йей*, I97A, I I ,  I ,  
<►!-* 8,

2 2 Л 2 .2 .  Петрова A .T ., Абрамова Т.К. К методике определения 
витамина С, Ветеринария, 1979, 2 ,  7 4 -7 5 .

23. ОПРВДШНИЕ ЙОДА, СВЯЗАННОГО с ШКОМ, В СЫВОРОТКЕ 1СР0ВИ 
ПО Ш к Щ  В М0Д®ИКАЦйИ С.В.ОИМВОЙ

2 3 Л .  Принцип метода
Йод в присутствии церий-арсенита образует окрашенное 
соединение, определяемое калориметрически.

2 3 .2 .  Реактивы
2 3 .2 .1 .  1С$~иыЯ раствор сернокислого цинка. Берут 10 г  вещества 

и растворяют в 90 мл бндиетиллировамной воды.
2 3 .2 .2 .  0 ,5  м рhi .'Вop едкого натра. 20 г едкого натра вносят н 

мерную кслбу ля Т л и доливают бодистиллированной
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водзй до метки *
£ 3 .2 .3 ,  4  и раствор углекислого натрия. Берут 2 1 ,2  г  углекис­

лого натрия безводного и доводят в мерной колбе на 100 
мл бидистпллированной водой до метки.

2 3 .2 .4 .  2 н раствор соляной кислоды. Фиксанал соляной кислоты 
растворяют бидистиллированной водой в мерной колбе на 
500 мл ш г' 82 мл конце :трироваиной соляной кислоты с 
удэлы-п.’м весом 1 Д 9  доводят бидистиллированной водой 
до 500 мл.

2 3 .2 .5 .  105б-ный раствор серной кислоты. К 9 4 ,5  мл дистиллиро­
ванной воды приливают 5 ,5  мл концентрированной серной 
кислоты с удельным весом 1 ,8 4 .

2 3 .2 .6 .  Раствор мышьяковистого ангидрида. 3 ,8  г  мышьяковистого 
ангидрида растворяют в 50 мл I  н раствора едкого натра, 
добавляют 50 мд бидистиллированной воды и доводят объем 
до 500 мл 3 ,5  н раствором серной кислоты. Ядовит. Хра­
нят в темном месте в эксикаторе.

2 3 .2 .7 .  3 ,5  н раствор серной кислоты. 9 7 ,7  мл концентрированной 
серной кислоты (у д . вес 1 ,8 4 )  доводят до I  л бидистил­
лированной водой.

2 3 .2 .8 .  Стандартный раствор йода. Раствор Л готовят из фиксана- 
ла Йодистого калия. В I  мл 0 ,1  н раствора йодистого ка­
лия содержится 1 2 ,G8 мг йода. Раствор В; 2 мл раствора 
А доведя* бидистиллированной водой до I  литра. В I  мл 
содержится 2 5 ,3 8  мкг йода. Раствор С: 4  мл раствора В 
доводят б*дистиллированной водой до 500 мл. В I  мл со­
держится 0 ,2 0 2  мкг йода- Раствор Д: 10 мл раствора до­
водят бидистиллированной водой до 100 мл. В I  мл содер­
жится 0 ,0 2  мкг йода,

2 3 .2 .9 .  Ре,створ сульфата церия. Берут 39 г  церийемлоиийсульфс.тя 
и растворяют в I  л 3 ,5  н раствора серной кислоты.

23,2,10.1 и раствор едкого натра. 40 г едкого натра, в мерной 
колбе доводят бидистиллированной вод,ой до I лтргра.

23,3. Количество необходимых реактивов на, 100. анализов
, 3 , 1 .  Ципк сернокислый -  10 г  
,3.2. Натр едкий - 3 г 
,3 ,3. Натрий углекислый -  22 г
.3.4. Соляная кислота концентрированная (уд.вес 1,19/ -  20 ь-Л 
,3 .5 . ыпигвиковнотнй ангидрид -  0,4 г
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2 3 .3 .6 .  Серная кислота концентрированная (уд . вас 1 ,6 4 )  -  30 мл
2 3 .3 .7 .  Церий еммонийсульфат -  2 г

2 3 .4 .  Специальное оборудование и аппаратура

2 3 .4 .1 .  Фотоэлектроколориметр.
2 3 .4 .2 .  Кварцевые пробирки центрифужные.
2 3 .4 .3 .  Целиндры мерные на 100 мл.
2 3 .4 .4 .  Колбы мерные на 100 , 300 и 1000 мл.
23.4.5. Центрифуга.
2 3 .4 .6 .  Пипетки измерительные на I  и 13 мл.
2 3 .4 .7 .  Стеклянные палочки.
2 3 .4 .8 .  Ультратермостат или водяная баня, поддерживающая тем­

пературу 37 °С.
2 3 .4 .9 .  Секундомер.
2 3 .4 .1 0 .  Пробирки химические.
2 3 .4 .1 1 . Штативы для пробирок.
2 3 .4 .1 2 .  Сушильный шкаф.
2 3 .4 .1 3 .  Муфельная печь.

23.5, Материал для исследования

Материалом для исследования служит сыворотка крови.

2 3 .6 ,  Ход определения

2 3 .6 .1 .  В кварцевую центрифужную пробирку вносят I  мл сыворот­
ки крови, 7 мл бидистиллмрованной воды, I  мл 10%-ного 
раствора сернокислого цинка и I  мл 0 ,5  н раствора едкого 
натра. После внесения к а к о г о  реактива тщательно пере­
мешивают стеклянной палочкой.

2 3 .6 .2 .  Через 30 мин центрифугируют в течение 20 мин при Г500 
об./мин.

23.6.3. Надосад очную жидкость осторожно сливают.
23.6.4. Осадок промывают 10 да дистиллированной воды с после­

дующим центрифугированием и удалением .жидкости, Промы­
вание проводят 3 раза.

2 3 .6 .5 .  К Осадку добавляют I мл 4 к раствора углекислого натрия, 
перевешивают стеклянной палочкой.

2 3 .6 .6 .  Осадок высушивают в сушильном шкафу при температуре 
Ш )°0  в течение 10-1.2 часов, а затем сжигают в муфелн- 
иг'1 пу? температуре 400 -4 5 0 °С.
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2 3 .6 .7 .  Пробирки охлаждают, к золе добавляют X мл 2 н раетво 
ра соляной кислоты и 5 мл бидист* ллированной воды. 
Перемешивают стеклянной палочкой тщательно в течение 
2 0 -3 0  мин.

2 3 .6 .8 .  Центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10 мин.
2 3 .6 .9 .  В опытную пробирку вносят 3 мл центрифугата, I  мл би- 

дкстиллированной воды, 0 ,5  мл раствора мышьяковистого 
ангидрида и I  мл 3 ,5  н раствора серной кислоты.

2 3 .6 .1 0 .  В контрольную пробирку вносят 3 ,5  мл бидистшглирован- 
ной воды, 0 ,5  мл 2 н раствора соляной кислоты, 0 ,5  мл 
раствора мышьяковистого ангидрида и X мл 3 ,5  н раст­
вора серной кислоты (вливают осторожно,обмывая ею стен­
ки пробирки).

2 3 .6 .1 1 .  Содержимое пробирок перемешивают и ставят в ультратер­
мостат или водяную баню при температуре 3 7 °С.

2 3 .6 . 1 2 .  Вместе с образцами в термостат помещают пробирку с р чс- 
твором сульфата церия.

2 3 .6  1 3 .Через 10 мин в каждую пробирку (не вынимая иг термоста­
та) с интервалом в I  мин (по секуццомеру) вносят 0 ,5  мл 
раствора сульфата церия и перемешивают.

23.6.14.Фотометрируют через 12 мин (точно?) на ФЭКв при синем 
светофильтре (434 нм на спектрофотометре) в кювете с 
толщиной слоя I  см против контроля, поочередно вынимая 
пробирки из термостата с интервалом в X млн.

23 .7 .  Расчеты результатов

2 3 .7 .1 .  Расчет результатов производят по калибровочному гра­
фику.

2 3 .7 .2 .  В 4 пробирки (М ,№ 2,Ш ,М ) вносят по 0 ,5  мл 2 н. раство­
ра соляной кислоты. В пробирку №1 добавляют 3 ,5  мл би- 
дистиллированной воды, №2 -  2 ,5  мл бидлстиллировамной 
вода и I  мл стандартного раствора Д (0 ,0 2  мкг йода),
№3 -  1 ,5  мл бидистиллированной воды pi 2 мл раствора Д 
(0 ,0 4  мкг йода), ?Н -  0 ,5  мл ^дистиллированной воды 
и 3 мл р а с т в о р а  Д (0 ,0 6  мкг йода).

2 3 .7 .3 .  Во вор пробирки вносят по 0 ,5  мч раствора мышьяковис­
того ангидрида и по I ш  3 ,5  н ро.стпора серной, кислоты 
и затем производят псе операции как и с образичми 
( п .2 3 .6 .9 .  -  2 3 .6 ,1 3 . ) .
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2 3 / 7 .4 . Калибровочный график скроят на полулогарифмической бу­
маге* Экстинции откладывают в логарифмическом, а коли­
чество Йода -  в миллиметровом масштабах. Найденное по 
графику количество йода в мкг умножают на коэффициент 
200 , чтобы получить мкг$.

23*8* Ошибка метода

Ошибка метода составляет 5+1$.

2 3 .9 .  Время* необходимое на проведение исследования

В течение дня один исследователь проводит 
20 анализов.

22*10* Физиологические пределы

Содержание Йода, связанного с белкам, в сыворотке 
крови здоровых животных представлено в таблице 2 .

23*11. Примечание
2 3 .1 1 .1 ,  В комнате, где проводят анализы, не должно быть 

следов йоде,

2 3 .1 1 .2 .  Посуда и пробирга должны быть тщательно вымыты.

2 3 .1 1 .3 ,  Все реактивы должны быть химически чистыми.

2 3 .1 1 .4 .  Используют только бидистиллированную воду, полу генную
с помощью стеклянного (на шлифах) перегонного аппарата,

2 3 .1 2 . Источники литературы

2 3 *1 2 .1 . P oland  I *  В* Tha e s t im a t io n  o f  serum p ro te in -b o u n d  
io d in e  by f t lu e lin a  incis. o r a t io n .  B io c h e a , 1 9 5 7 , 
6 6 ,  1 7 7 .

23/12.2, Силаева C.B,, Самохин B.T., Башкеев Е.Д.» Фомичев ЮЛ!, 
Ветеринария, 1970, б, 97-98,

23Л 2.3, Методические рекомендации по химическим и биохими­
ческим исследованиям в зоотехнии, Дубровш. ц 1975, 
стр. 76“til.
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24. 0ПРВДВЛЕНИ5 ОБЩИХ ЛИВДОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ с 
СУМОФОСШОВАНИЛИНОВШ РЕАКТИВС,

24.1. Принцип метода
Продукты распада ненасыщенных липвдоа образуют с  реактивом, 
состоящим i r  серной, ор': э-фосфорной кислот и ванилина, ок­
рашенное соединение. Интенсивность окраски пропорциональ­
на содержанию общих липидов в сыворотке крови.

2 4 .2 . Реактивы

2 4 .2 .1 .  Серная кислота, концентрированная для пробы Савяля.
2 4 .2 .2 .  Фосфорная кислота, орто, 85%-ная.
2 4 .2 .3 .  0,6%-ный раствор ванилина. 0 ,6  г  ванилина растворяют» 

нагревая на водяной бане, в небольшом количестве дис­
тиллированной воды. После охлаждения обънм доводят до 
100 мл. Рю твор стабилен при хранении при комнатной тем­
пературе.

2 4 .2 .4 .  Фосфориованилиновал см есь. К 4  частям фосфорной кислоты 
(орто) добавляют X часть 0,6% -ного раствора ванилина. 
Хранят в посуде из темного стекла при комнатной темпера­
туре, Готовят перед проведением анализов.

2 4 .2 .5 .  Хлороформ для наркоза, хч .
2 4 .2 .6 .  Стандартный раствор триолеина. Взвешивают на аналити­

ческих весах 500 мг триолеина, вносят р  мерную колбу на 
100 мл и до метки доливают хлороформа. Тщательно переме­
шивают. Хранят в холодильнике, в посуде из тёмного стек­
ла с притертой пробкой.

2 4 .2 .7 .  Спирт этиловый абсолютней,
24 .2  8 .  Спирт метиловый.

2 4 .3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов

2 4 .3 .1 .  Серная кислота, концентрированная, для пробы Саваля ~500ш1,
2 4 .3 .2 .  Фосфорная кислота,орто, хч -  500 мл.
2 4 .3 .3 .  Ванилин -  I  г .
2 4 .3 .4 .  Хлороформ для наркоза, хч -  150 мл.
2 4 .3 .5 .  Спирт этиловый абсолютный -  500 мл.
2 4 .3 .6 .  Спирт метиловый -  500 мл.

2 4 .4 . Специальное оборудование и аппаратура

2 4 .4 .1 .  Фотоэлектроколориметр.
2 4 .4 .2 ,  Водяная баня.
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2 4 .4 .3 ,  Колбы мерные на 100 мл.
2 4 .4 .4 ,  Пинетки измерительные.
2 4 * 4 .5 .  Весы аналитические.
2 4 .4 .6 .  Холодильник бытовой.
2 4 .4 .7 .  Флаконы из желтого стекла.
2 4 .4 .8 .  Пробирки химические.

2 4 .5 .  Материал для исследования

Материалом для исследования служит сыворотка крови.

2 4 .6 .  Ход определения

2 4 . 6 Л .  В пробирку вносят 0 ,3  мл сыворотки крови и 5 мл кон­
центрированной серной кислот а  Закрывают резиновой 
пробкой, обёрнутой алюминиевой фольгой . Тщательно 
перемешивают,

2 4 .6 .2 .  Пробирку помещают в кипящую водяную баню на 10 мин, 
затем охлаждают под струей водопроводной воды до 
комнатной температуры,

2 4 v 6 .3 . В чистую пробирку вносят 0 ,4  мл смеси, добавляют
6 мл фосфорновслилиновой смеси, тщательно перемеши­
вают и оставляют на 45 мин в темноте при комнатной 
температуре.

2 4 .6 .4 ,  Фотомегрируют на ФЭКе три длине волны, 500-560  нм 
(зеленый светофильтр № 6 ) в кювете с  толщиной слоя 
I  см против контроля (вместо сыворотки берут 0 ,3  мл 
дистиллированной воды и обрабатывают так же, как и 
сыворотку).

24 .6»  б. Одновременно обрабатывают 0 ,3  мл стшщ&ртного рас­
твора триояеина, как и опытную пробу.

2 4 .7 .  Расчеты результатов

Расчет производят по формуле»

X *  ——оп * 500 , где 
Ест

X -  количество общих липидов , мг$;

экс :инция опытной пробы;

Scy~ а к т а ц и я  стандартного образца;

509 -  концентраций липидов в стандарте, мг$.



2 4 .8 . Примечание

2 4 *8 .1 , Посуду необходимо мыть отдельно от другой посуды.

2 4 .8 .2 .  Пробирки и пипетки перед использованием прополас­
кивают дистиллированной водой, а  затем этиловым и 
метиловым спиртом.

2 4 .8 .3 .  Сыворотку крови можно хранить в холодильнике в 
течение 5 дней.

2 4 .9 . Ошибка метода

Ошибка метода составляет +5$.

2 4 .1 0 . Время* необходимое для проведения исследования

В течение рабочего дня один исследователь проводит 

30 анализов.

2 4 .1 1 . Физиологические пределы ,

Содержание общих липидов в сыворотке крови, 
здоровых животных представлено в таблице 2 .

2 4 .1 2 . Источники литературы

2 4 » I 2 .I .  Z a i in e r  ВТ*,  K lr s c h  К* —36* ftor* g e e * exp * МаеХ* 
1 9 6 2 , 1 3 5 , 5 ^ 5 -5 6 1 *

2 4 .1 2 .2 ,  K n ig k t i 4 , Anderson. £ * ,  C io n . C h e n .,
I 9 T 2 ,  1 8 ,  3 ,  1 9 9 - 2 0 0 .



2 5 . о п р д а ш ш  КОБАЛЬТА. В КРОВИ ПО ИОДУ ГУСШ  С.И. 
В МОДИФИКАЦИИ ТИТОВОЙ А.А.

25Л . Принцип метода
Метод основан на получении о.-ращенного комплекса кобальта 
с 2-(2-пириди^аэо)-5-ди ,тшшетааминофенол ом (ШАФ) при pH 
5 , экстракции его хлороформом и измерении оптической плот­
ности среды. Для устранения влияния других микроэлементов, 
реагирующих с ПААФ, их окрашенные комплексы разлагают 10 н 
раствором серной кислоты.

£ 5 .2 .  Реактивы
2 5 .2 .  Х. 20&-ный раствор натрия лимоннокислого. 200 г  вещества

растворяют в 800 мл бидистиллированн .й воды.
2 5 .2 .2 .  3 М раствор натрия уксуснокислого. 408 р соли растворя­

ют в бидистиллированной вэде и доводят объем до I  л ,
2 5 .2 .3 *  0 ,3  н раствор соляной кислоты. В мерную колбу на I  л вно­

сят 24 мл концентрированной соляной кислоты Суд.вес 1 ,1 9 ) 
и доливают до метки бидистиллированн ой водой.

2 5 .2 .4 .  0,05^-ный раствор ЛААФ. 51 мг реактива растворяют в 100 
мл 96$~ного этилового спирта.

2 5 .2 .5 .  Азотная кислота концентрированная.
2 5 .2 .6 .  10 н раствор серной кислоты. Берут 2 6 6 ,3  мл серной кис­

лоты (у д .вес  1 ,8 4 )  и доводят до X л бидистиллированной 
водой.

2 5 .2 .7 .  Хлороформ.
2 5 .2 .8 .  Стандартный раствор кобальт*, основной. 0 ,4034  г  хлорис­

того к; об альта (CoCIg.6 Н̂ О) растворяют в бидистиллиро- 
в айн ой воде, добавляют 5 мл концентрированной соляной 
кислоты и доводят объем бидистиллированной водой до I л.
В X мл раствора содержится 100 мкг кобальта.

2 5 .2 .9 .  Рабочий стандартный раствор кобальта. I мл основного 
стандартного раствор» разбавляют до 100 мл 0 ,3  н соляной, 
кислотой, В I мл содержится X мкг кобальта.

2 5 .2 . Г0.20&-нмй раствор соляной кислоты. Берут 1 6 ,8  мл соляной
кислоты (уд ,вес 1 ,1 9 ) и разводят в 30 мл бидистиллирован- 
НОЙ ВОДЫ.
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2 5 .3 . Количество реактивов» необходимых на ХОР анализов

2 5 .3 .1 .  Натрий лимоннокислый трехзачещенный, хч -  50 г .
2 5 .3 .2 .  Натрий уксуснокислый трехврцный,хч -  102 г ,
2 5 .3 .3 .  Соляная кислота концентрированная (уд .вес 1 ,1 9 ) ,  хч -7 5  мл
2 5 .3 .4 .  Азотная кислота концентрированная,хч -  500 мл.
2 5 .3 .5 .  Серная кислота (уд .вес 1 ,8 4 ) ,хч -  270 мл.
2 5 .3 .6 *  Хлороформ, хч -  500 мл.
2 5 .3 .7 .  2 - ( 2-пиридилазо)~5-дкэтилметааминофенал (П Ш ) -  50 мг.
2 5 .3 .8 .  Хлористый кобальт, хч -  200 мг.

2 5 .4 . Специальное оборудование и аппаратура
2 5 .4 .1 .  Фотоэлектрокошориметр.
2 5 .4 .2 .  Фарфоровые тигли или чашки.
2 5 .4 .3 .  Сушильный шкаф.
2 5 .4 .4 .  Весы аналитические.
2 5 .4 .5 .  Электроплитка.
2 5 .4 *6 . Муфельная печь.
2 5 .4 .7 .  Водяная баня.
2 5 .4 .8 .  Бюретка на 25 мл.
2 5 .4 .  У. Пипетки измерительные на 0 ,2 ,  I ,  5 и 10 мл.

2 5 .5 . Материал для исследования

Материалом для исследования служит стабилизированная 
цельная кровь.

25 .6 .  Ход определения
2 5 .6 .1 .  В фарфоровый тигель или чашку вносят 20 мл цельной крови.
2 5 .6 .2 .  Тигель (чашку) с пробой крови ставят на электроплитку и 

медленно обугливают. Далее озояяют в  муфельной печи в те­
чение 4  часов при темпер-.тур9 500-550°С.

2 5 .6 .3 .  В теплый тигель приливают 2 )лл 50%~ной азотной кислоты, 
тщательно перемешивают стеклянной палочкой, смывая при­
ставшие к ней частички бидистиялировашюй водой в тигель,

2 5 .6 .4 .  Упаривают досуха на электроплитке или водяной бале, не 
допуская разбрызгивания содержимого.

2 5 .6 .5 .  Тигель (чашку) ставят в муфельную печь, повышают темпера­
туру до 500°С и ввдерживают н течение часа. При наличии 
частичек угля обработку азотной кислотой повторяют,

2 5 .6 .6 .  К золе приливают 2 ,5  мл 20^-ной соляной кислоты и 5 мд 
бидистиллированной воды. Тигель накрывают часосш  стек­
лом, ставят в водяную баню и кипятят в  течение 5 мин.
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2 5 .6 .7 .  Содержимое тигля фильтруют в мерную колбу на 25 мд» Тигель 
обмывают несколько раз бидистиллированной водой и объем 
доводят до метки.

2 5 .6 .8 .  F делительную воронку или пробирку с  притертой пробкой на 
4 5 -5 0  мл вносят 10 мл раствора золы, 2 ,5  мл 20%-ного рас­
твора лимоннокислого натрия, 2 ,5  мл 3 М раствора уксусно­
кислого натрия, I  мл раствора ПАА§, тщательно перемешивая 
после прибавления каждого реактива.

2 5 .6 .9 .  Через 10 мин приливают 10 мл 10 н серной кислоты, переме­
шивают, добавляют 5 мл хлороформа из бюретки и встряхива­
ют в течение I  мин.

2 5 .6 Л 0 ,Дают слоям жидкости хорошо разделиться и нижний слой сли­
вают в кювету ФЭКа. При использовании пробирок с  притер­
тыми пробками нижний слой отбирают при помощи пипетки с 
грушей или отсасывают верхний водный слой при помощи во­
доструйного насоса.

2 5 .6  Л I Л  отометрируют при 570 нм (фильтр №7) против контроля в 
кювете с толщиной слоя I  см.

2 5 .7 .  Расчеты результатов
2 5 .7 Л .  Содержание кобальта высчитывают по калибровочному графину.
2 5 .7 .2 .  В делительные воронки или пробирки с  притертыми пробками 

вносят 0 , 2 ;0 , 4 ;0 » 8 ; 1 ,0 ; 1 ,5  и 2 ,0  мл рабочего стандартного 
раствора кобальта. Объем доводят до 10 мл 0 ,3  н соляной 
кислотой. Далее поступают как и с образцами. В контроль 
вместо раствора кобальта вносят 0 ,3  н соляную кислоту.

2 5 .7 .3 .  По результатам измерений строят калибровочную кривую.
2 5 .7 .4 .  Расчет производят по формуле:

Кобальт,мкг% = где

а  -  количество мкг кобальта,найденное по калибровочной 
кривой;

» -  количество крови, мл;
с -  количество раствора золы, взятое на анализ, мл;
V -  объем раствора залы, мл;
100 -  коэффициент дня пересчета в мкг%,

2 5 .8 .  Ошибка метода
Ошибка метода составляет 46%.
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2 5 .9 , Время, необходимое на проведение исследования
В течение дня один исследователь приводит 20 анализов.

25Л 0 . Физиологические пределы
Содержание кобальта в  крови здоровых животных представ­
лено в таблице 2 .

20Л 1 . Источники литературы

Методические рекомендации по химическим и биохимическим 
исследованиям в зоотехнии. Дубровины, 1975, с .  7 1 -7 4 ,

26. ОПРЕДЕЛЕНИЕ МАРГАНЦА. В КРОВИ ПЕРЙОДАТНЫМ МЕТОДОМ

2 6 .1 . Принцип метода
Перйодат калия в кислой среде способен окислять марганец 
до MeiOJ. Мешающие вещества (восстановители) удаляются или 
разрушаются в процессе обработки золы.

2 6 .2 . Реактивы
2 6 .2 Л ,  1$-ный раствор перйодата калия. 10 г  вещества вносят в 

химический стакан, добавляют 400 мд бщистиллирозанной 
воды и 100 мл 65^-ной фосфорной кислоты. Смесь подогре­
вают до растворения перйодата калия, охлаждают, перено­
сят в мерную колбу на I  л и доводят до метки бидистилли- 
рованной водой.

2 6 .2 .2 .  Растворитель. В мерную колбу r-x I  л вносят 100 мл кон­
центрированной азотной кислоты, 50 мл 1%-ного раствора 
перйодата кал.ш и доводят бидистиллированной водой до 
метки.

2 6 .2 .3 .  Стандартный раствор марганца основной. 0 ,4 3 8 8  г  пере- 
кристаллиз ованного сернокислого марганца растворяют в  л
л бидистилл ированной воды. В I  мл содержится 100 мкг мар­
ганца.

2 6 .2 .4 .  Рабочий стандартный раствор марганца. 10 т  основного 
стандартного раствора доводят до метки в мерной колбе на 
100 мл бидистилл ир ованной водой. В I  мл содержится Юмкг 
марганца.

,2 .5 .  50^-ный раствор азотной кислоты.
. 2 .6 .  10^-чый раствор азотной кислоты.
.2 .7 .  Азотная кислота концентрированная.
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2 6 ,3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов
2 6 .3 .1 ,  Перйодат калия (idO^), хч -  I  г ,
2 6 .3 .2 ,  Фосфорная кислота (орто), хч -  10 мл.
2 6 .3 .3 .  Азотная кислота концентрированная, хч -  800 мл.
2 6 .3 .4 .  Марганец сернокислый, хч -  О,** г .

£ 6 ,4 ,.  Специальное оборудование и аппаратура
2 6 .4 .1 .  Тигли фарфоровые.
2 6 .4 .2 .  Весы аналитические.
2 6 .4 .3 .  Сушильный шкаф,
2 6 .4 .4 .  Муфельная печь.
2 6 .4 .5 .  Электроплитка.
2 6 .4 .6 .  Мерные колбы на 100 мл и на I  л.
26.4.7. Фотоэлектрон ал ориметр.
2 6 .4 .6 .  Стеклянные палочки,
2 6 .4 .9 .  Пробирки из термостойкого стекла объемом 35-40 мл.
2 6 .4 .1 0 . Пипетки измерительные,
2 6 .4 .1 1 . Штативы для пробирок.
2 6 ,4 Л 2 .Водяная бш.л.

2 6 .5 . Материал для исследования
Материалом для исследования служит цельная кровь.

2 6 .6 . Ход определения
2 6 .6 Л .  В фарфрровфй тигель вносят Х0 мл крови и медленно обуг­

ливают на электроплитке.
2 6 .6 .2 ,  Тигель переносят в муфельную печь, доводят температуру 

до 500-550°С и озсшяют в течение 2 часов.
2 6 .6 .3 .  Залу в тигле обрабатывают 2-3  раза 50#чкой азотной кис­

лотой (2-3  мд идет на первую обработку и 1-2  мл -  на
последующие).

2 6 .6 .4 .  Содержимое тиглг выпаривают на электроплитке,
2 6 .6 .5 .  В тигель вносят 10 мл К$-ной азотной кислоты и снова 

выпаривают досуха,
2 6 .6 .6 ,  В тигель вносят 2 мл концентрированной азотной кислота, 

золу растворяют, выпаривают на электроплитке. Далее об­
работку повторят», добавляя I  мл кислоты.

26.6.7, Зшу растворяют в 10 мл растворителя при подогревании 
м помешивании стеклянной палочкой.

26,8.В. Фтьч-рут в пробирку с меткой на 25 мл. Фильтр предва­
рительно увлажняю*? бидистни.чирова;рюй водой, Тигель спо­
ласкивают h мл воды м также фильтруют ш эту пробирку,
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6,9. К фильтрату добавляют 10 мл 1#-ного раствора перйодата ка­
лия и кипятят на водяной бане в течение I  часа.

6ДО.Содержимое тигля охлаждают и объем доводят бидистиллиро- 
ванной водой до 25 мл, перемешивают. 

fi^TT.Через 1 час фотометрируют на ФЭКе цри зеленом светофильтре 
(длина волнът 540 нм) в кювете объемом 15 мл против контроля 
(10 мл растворителя, 5 мл бидистиллированной воды, 10 мл 
раствора перйодата калия. Смесь кипятят в течение I  ч а са ).

7. Расчеты результатов
7 Д . Содержание марганца вычисляют по калибровочной кривой.
7 ,2 . К 10 мл растворителя вносят 0 ,5 ;  I ,  2 , 3 ,  4  и 5 мл рабо­

чего стандартного раствора марганца. Объем доводят бидис­
тиллированной водой до 15 мл, прибавляют 10 мл раствора 
перйодата калия. Пробы кипятят в течение часа. Далее посту­
пают как и с образцами. Содержание марганца в пробах сос­
тавляет 5 , 1 0 , 20 , 3 0 , 40 и 50 мкг.

7.3* Расчет проводят по формуле:

Марганец, мкг# *  где

а -  количество марганца по калибровочной кривой, мкг; 
в -  количество крови* мл;
100 -  пересчет в мкг#.

,8, Ошибка метода
Ошибка метода составляет +6#.

9, Времч, необходимое для проведения исследования
В течение дня один исследователь производит 20 анализов.

10. Физиологические пределы
Содержание марганца в крови здоровых животных представ­
лено в таблице 2 .

II»  Источники литературы
Аликаеа В .А ., Петухов Е .А ., Халенева Л.Д», Видова Р.Ф, 
Руководство по контролю качества кормов и полноценности 
кормления животных. М., 1967, стр, 249-254 .
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2 7 , ОПРВДЯЕНИЕ МВД И ЖЕЛЕЗА В КРОВИ ПО СЕВДЛУ В 
МОДИФИКАЦИИ КУЗНЕЦОВА С .Г ,

2 7 Л .  Принцип метода
Медь с дифенилкарбаз он ом прг> рИ 4 -5  образует окрашенное 
соединение.
Железо с о-фзнанерош:эм образует оранжевокрасный комп­
л ек с.

2 7 .2 .  Реактивы
2 7 .2 .1 »  0 ,5  н раствор соляной кислоты
2 7 .2 .2 .  2 н раствор соляной кислоты.
2 7 .2 .3 .  10%-ный раствор аммиака.
2 7 .2 .4 .  0,1%-ный водный раствор п-нитрофенояа.
2 7 .2 .5 .  1%-ный раствор аскорбиновой кислоты.
2 7 .2 .6 .  1%-ный раствор солянокислого о-фенентрояина.

Растворы 2 7 .2 .5 .  и 2 7 .2 .6  гранят в холодильнике в темных 
склянках.

2 7 .2 .7 .  0,1%-ный спиртовый раствор фенолфталеина.
2 7 .2 .8 .  0*1  М ацетатный буфер, pH 4 ,0 ,  В мерной колбе на I  л 

растворяют 1 3 ,4 1 0  г  хч уксуснокислого натрия 
(СН^СОО^а.З Нг>0), приливают 25 мл ледяной уксусной кисло­
ты хч и доводят водой до метки. Далее буфер филмруют
и определяют pH. Хранят при +4°С.

2 7 .2 .9 .  0,01%-ный раствор дифенилкарбазона в бензеле. 10 мг реак- 
тива переносят в мерную колбу на 100 мл, добавляют 40 -5 0  
мл бензола хч и нагревают в стакане с  горячей водой до 
растворения реактива. Колбу гхлавдажт и доводят бензолом 
до метки. Раствор может сохраняться в комнатных условиях 
в темной склянке две недели,

2 7 .2 ДО.Основной стандартней раствор железа (100 мкг/мл) ;  0 ,8 6 3 4  
г  х .ч .  железовдмокийньос квасцов е( 0 ^ )g .I2  Н ^) 
растворяют в I  л бидистидлированной воды, подкисленной 
5 мл концентрированной серной кислоты. Дня построения 
калибровочной кривой готовят рабочие растворы, содержа­
щие от I  до 5 мкг железа в I  мл. Пробы должны содержать 
от 0 ,5  до 20 мкг железа.

2 7 .2 .1 1 ,Основной стандартный раствор меди (100 мкг/мл): 0 ,3 9 2 8  г 
свежеперекристаллизованной сернокислой меди (С 0 ^ .5  Н̂ О)
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растворяют в I  л бидистиллировадаой воды, подкисленной 5 ил 
концентрированной серной кислоты. Для построения калибровоч­
ной кривой готовят рабочий раствор, содержащий 2 мкг меди в 
I  мл (2  мл основного раствора в 100 мл). Берут 0 ,1 ;  0 ,2 ;  0 ,3 ;  
0 ,4 ;  0 ,5 ;  1 ,0  и 1 ,5  мл рабочего раствора, доводят до 5 мл 
водой, добавляют по 0 ,5  мп 0 ,5  н HCI, I  капле фенолфталеина 
и далее по ходу определения меди. Пробы содержат 0 ,2 ;  0 ,4 ;  
0 ,6 ;  0 ,8 ;  1 ,0 ;  2 ,0  и 3 ,0  мкг меди соответственно. Цри необ­
ходимости следует приготовить серию рабочих растворов, со­
держащих от 0 ,5  до 5 мкг С /мл,

27.3. Количество необходимых реактивов на 100 анализов

27.3Л . Азотная кислота концентрированная, хч -  100 мл.
27.3.2. Соляная кислота концентрированная, хч • 1 л .
27.3.3. Фенолфталеин -  100 мг.
27.3.4. Аммиак всддый 25$-ный -  100 мл,
27.3.5. Уксусная кислота ледяноя -  3 мл,
$ .3 .6 .  Натрий уксуснокислый -  1 ,5  г .
27*3.V. Бензол -  250 мл.
27.3,8, Дифенил карбаз он *  50 мг,
$ .3 .9 .  п-нитрофенол -  10 мг,
27.3.10.Аскорбиновая кислота -  0 ,5  г*
$ .3 ЛI.Солянокислый о-фзнантролин -  0 ,5  г .

27,4. Специальное оборудование и аппаратура

27,4Л . Фотоэлектроколориметр.
27.4.2. Ти,ли фарфоровые.
27.4.3. Весы аналитические.
27.4.4. Шкаф сушильный.
27.4.5. Муфельная печь,
27.4.6. Электроплитка.
27.4.7. Пробчрки с притертой пробкой.
27.4.8. Колбы мерные на 100 и 1000 мл.
27.4.9. Стеклянные палочки.
27,4Л0,Пипетки измерительные.

Г/,5, Материал .для исследования
Материалом для исследования служит цельная кровь.

7,6. Ход определения
7,6Л . В фарфоровый тигель вносят и,о г воздушно-сухого вещества.
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корма иди 2 мл крови, или 5 мд молока и сжигают в муфель, 
ной печи при температуре 550 -6 0 0 сС в течение 5 -7  часов,

2 7 .6 .2 .  Если озеленив полностью не произошло, то тигель охлаждай? 
добавляют I  мл 50%-ного раствора азотной кислоты, осторож­
но выпаривают на электроплитке и снова помещают в муфель­
ную печь на 2 -3  часа,

2 7 .6 .3 .  В тигель прибивают 5 -6  мл 2 н раствор соляной кислоты,до 
водят до кипения, а  затем переносят в пробирку с меткой 
на 10 мл. Тигель споласкивают бидистиллированной водой в 
объем довездят до метки.

2 7 .6 .4 .  Определение меди. 13 мл раствора золы вносят в пробирку е 
притертой пробкой, прибавляют I  каплю 0,1% -ного раствора 
фенолфталеина, добавляют по каплям 10%-ннй раствор аммиак 
до появления светло-розовой окраски. В случае перзтитрова- 
кия добавляют по каплям 2  н раствор сея н о й  кислоты до по­
лучения нужной окраски. Для точного установления pH приба 
ляют 1 мл ацетатного буфера. Розовая окраска исчезает. 
Затем в пробирку вносят 5 мл 0,01% -ного раствора ди^енил- 
карбазона (из бюретки на 50 мл) и встряхивают в течение 
минуты. После расслоения верхний слой приобретает красну 
окраску, интенсивность которой пропорциональна количеству 
меди в пробе. Оптическую плотность верхнего слоя измеряю? 
на ФЭКе при 540 нм кювете с толщиной слоя 1 см против кон­
троля. Окраска устойчива в течение суток.

2 7 .6 .5 .  Определение железа, 2 ,5  мл раствора золы вносят » пробир­
ку с  меткой на 5 мл, добавляют I  каплю 0,1% -ного раствора 
«-нитрофенола и нейтрализуют 10%-ным раствором аммиака до 
появления желтой окраски. Добавляют по каплям 0 ,5  н рас»- 
врр соляной кислоты до исчезновения окраски. Затем внося? 
5 капель 1%^ного раствора аскорбиновой кислоты, перемеши­
вают и через 10 мин добавляют 5 капель 1%-ного раствора- 
солянокислого о~фенантралина. Доводят бидистиллированной 
воцой до метки, перемешивают, Измеряют на ФЭКе при 510 ш 
против контроля. Окраска устойчива ь  течение суток.

27,7. Расчеты результатов
Расчет ©едут по формуле;

х - количество меди или железа, мкг&{
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а -  количество меди или железа по калибровочной крвяой.мкг; 
ш -  количество крови , мл;
с -  количество раствора» взятого на анализ» мл;

-  объем раствора золы, мл. Для меди равен 10 мл, для 
железа -  5 мл.

100 -  коэффициент для пересчета в мкг$.

27.8. Ошибка метода

Ошибка метода составляет +6%.

27.9. Время, необходимое для проведения исследования
В течение дня един исследователь производит 30 анализов,

27.10. Шизиолотческие пределы

Содержание меди и железа в крови животных представлено в 
таблице 2 .

27 .11 . Ист очники литературы
Кузнецов С .Г. Одновременное определение железа и меди в 
биологических объектах. Ветеринария , 1973 , 7 , с .  ЮЗ.

28. ОПРЕЩЕЛЕНКЕ ЦИНКА В КРОВИ С ДИТИЗОНОМ ПО ЧЕБОТАРЕВОЙ Й.А.

28.1. Принцип метода

Цинк с дитизоном образует комплексное соединение, интен­
сивность окраски которого зависит от концентрации элемента.

28.2. Реактивы
J 8 .2 . I .  Основной раствор дитизога, В делительную воронку на 250 мл 

вносят 0 ,0 2  г  дитиэона и 100 т  четыреххлористого углерода, 
Энергично встряхивают в течение 16 мин. Приливают 100 мл 
бидистиллированной веды, в которую предварительно вносят 
0 ,5  мл 25^-ного аммиака, и встряхивают 2 -3  мин. Удаляют 
слой четыреххлористого углерода и промывают оранжевый 
раствор дитиэона 10 мл четыреххлористого углерода. Промыв­
ку повторяют 2 раза* сливая каждый раз четыреххлористый 
углерод. После последней промывки приливают 2 ,5  мл раз­
веденной серной кислоты (1 :5 )  (появляются черные хлопья)» 
перемешивают, добавляют 100 мл четыреххлористого углерода 
и встряхивают I  мии. После разделения фаз раствор дитиэо­
на в четыреххлористом углероде сливают ь  чистую делитель­
ную воронку и встряхивают с 50 мд бидистиллированной коды
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2 8 ,2 .2 .

2 8 .2 .3 ,

2 8 .2 .4 .
2 8 .2 .5 .
2 8 .2 .6 .

2 8 .2 .7 .

28 2 ,6 .

в течение I  мин для удаления серной кислоты. Промывку во­
дой повторяют еще 2  р а за . Раствор дитизона переливают в 
сухую склянку из темного стекла с  притертой пробкой и хра­
нят в  холодильнике около месяца. Качество раствора прове­
ряют, встряхивая пробу е го  (5  мл' в делительной воронке 
с  25 мл 0 ,0 1  н аммиака ( 0 ,7  мл 25%-ного раствора аш иака 
в I  л воды) в течение 2 -3  мин. Органический слой должен 
быть бесцветным. Если он окрашен в бурый ц вет , то  раствор 
дитиэона для анализа не пригоден.
Рабочий раствор дитизона. Готовится перед проведением ана­
ли за. В сухую мерную колбу на 100 мл вносят 6  мл основного 
раствора дитизона и доводят до метки четыреххлористым у г­
леродом. Хорошо перемешивают.
Ацетатный буферный раствор с pH 5 .  272 г  уксуснокислого 
натрия вносят в мерную колбу на I  л ,  растворяют в бидистил- 
лированной воде: прибавляю.’ 58  мл ледяной уксусной кисло­
ты и доливают бидистиллированной воды до метки. В получен­
ный раствор добавляют 25  мл 50%-ного раствора тиосульфата 
натрия (натрий серноватокислый, гипосульфит).
20%-ный раствор соляной хш лоты.
0 ,3  н раствор соляной кислоты.
Стандартный раствор цинка основной. Вносят 100 мг метал­
лического цинка в мерную колбу на I  д , добавляют небольшое 
количество бидистиллированной воды и 10 мл 20%-ной соляной 
кислоты. После полного растворения цинка доливают бидис­
тиллированной воды до метки. В I  мл содержится 100 мкг цин 
ка» При отсутствии металлического цинка можно использовать 
сернокислый цинк, хч . С этой целью 0 ,2 4 6 9  г реактива (
7 Н̂ О) растворяют в I л бидистиллированной воды, предвари­
тельно подкисленной 5 мл серной кислоты, I мл основного 
раствора содержит 100 мкг цинка.
Рабочий стандартный раствор цинка. В мерную колбу на 100 
мл вносят I мл основного стандартного раствора и доводят 
до метки 0,3 и соляной кислотой. В I мл содержится I мкг 
цинка. Готовят в день проведения анализов.
Очистка четырех х д ори с т ог о углерода. К -500 мл реактива до­
бавляют Ю г активированного угля, встряхивают и мин и 
фильтруют через складчатый бумажный фильтр, Очистку noa'ic 
ряют 2-3 раза с новой порцией угля, После итого четырех-•
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хлористый углерод перегоняют в стеклянном аппарате на шли­
фах. Чешреххлористый углерод марки "хчи и "оси ", а  также 
и другие реактивы можно использовать без очистки. Реактивы 
более низкой квалификации нужно обязательно очистить.

2 8 .2 .9 .  50%-ный раствор тиосульфата натрия, 50 г .  вещества раст­
воряют в 50 мл бкдистиллированной воды.

2 8 .2 .1 0 . Аммиак вода :й, 25%-ный раствор.
2 8 .2 .IX.Серная кислота, разведенная 1 :5 .
2 8 .2 .1 2 .Активированный уголь.

2 8 .3 . Количество необходимых реактивов на 100 анализов
2 8 .3 .1 .  Дитигон, хч -  0 *2  г ,
2 8 .3 .2 .  Четыреххлористый углерод, хч -  2500 мл,
2 8 .3 .3 .  Соляная кислота, хч -  500 мл.
2 8 .3 .4 .  Серная кислота, хч -  50 мл.
2 8 .3 .5 .  Аммиак 25%-ный раствор ( концентрированный) -  100 мл.
2 8 .3 .6 .  Активированный уголь -  100 г .
2 8 .3 .7 .  Ледяная уксусная кислота, хч -  100 мл.
2 8 .3 .8 .  Тиосульфат натрия (гипосульфит натрия), хч -  ХЧ г .

Можно использовать реактив из фиксанала.
2 8 .3 .9 .  Натрий уксуснокислый трехводчый, хч -  275 г .

2 8 .4 . Специальное оборудование и аппаратура
2 8 .4 .1 .  Фотоэлектроколсриметр.
2 8 .4 .2 .  Муфельная печь.
2 8 .4 .3 .  Электроплитка.
2 8 .4 .4 .  Весы аналитические.
2 8 .4 .5 .  Су_ильный шкаф»
2 8 .4 .6 .  Перегонный аппарат стеклянный.
2 8 .4 .7 .  Тигли фарфоровые.
2 8 .4 .8 .  Делительные воронки на 250 и 500 мл*
2 8 .4 *9 . мерные колбы на 50, 100, 1000 мл.
2 8 .4 .1 0 .  Бюретки на 50 мл.
2 8 .4 .1 1 .  Холодильник.

2 8 .5 . Материал для исследования
Материалом для исследрвания служит цельная кровь или 
сыворотка крови.

2 8 .6 . Ход определения
2 8 .6 .1 .  В фарфоровый тигель вносят 5 ж  цельной крови к обугливают
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на электроплитке, постоянно повышая температуру до 200- 
250°С. Затем пробы ставят в муфельную печь и сжигают при 
температуре 5Р0-550°С а течение 3 -4  часов. Если материей! 
пишостью не сгорел» в теплый тигель приливают 1 -2  мл 
50/6-ной азотной кислоты, выпаривают на электроплитке, не 
допуская разбрызгивания раствора зоны,и ставят в муфель 
на I  час при температуре 500°С. При необходимости эту 
операцию повторяют,

2 8 ,6 .2 .  Тигель охлаждают. Зелу смачивают О мл ад-ным раствором 
соляной кислоты и осторожно упаривают на электроплитке 
досуха, не допуская разбрызгивания массы и прокаливания 
остатка.

2 8 .С.3 .  В тигель приливают 2 ,5  мл 20^-ного раствора соляной кис­
лоты, 5 мл бидистиллированной воды и нагревают на плитке 
до растведения золы.

2 8 .6 ,4 *  Смесь охлаждают, переносят в пробирки с меткой на 25 мд 
(желательно с притертой пробкой) или в мерные колбы на 
25 мл, смывая остатки из тигля бидистиллированной водой, 
доводят объем до метки и перемешивают,

2 8 .6 .5 ,  Б делительную воронку или в пробирку с притертой пробкой 
объемом 4 0-50  мл вносят 5 ыл раствора золы, прибавляют 
10 мл ацетатного буфера и перемешивают.

2 8 .6 .6 .  Приливают из бюретки 10 мл рабочего раствора дитиэона и 
встряхивают делительную воронку в течение I  мин.

2 8 .6 .7 .  После разделения фаз органический слой сливают в кювету 
объемом на 10 мл и фотометрируют на ФЭКе при 538 нм (з е ­
леный светофильтр) против контроля. При использовании 
пробирок верхний водный слой отсасывают при помощи родо- 
струйного насоса или отбирают сразу нижний слой пипеткой 
с  грушей. При хорошем качестве реактивов цвет не должен 
изменяться в течение суток.

2 8 .7 ,  Расчеты результатов
2 8 .7 .1 .  Содержание цинка п образце находят по калибровочной кривой
2 6 .7 .2 ,  Для построения калибровочной кривой в делительные воронки 

ила пробирки о притертой пробкой вносят 1 ,2 ,3 > 4  и 5 мл 
рабочего стандартного раствора цинка. Объем до 6 мл дово­
дят 0 ,3  н соляной кислотой. Далее поступают как и « образ­
цами.
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28 .7 .3 . Расчет производят по формуле:

Цинк, мкг# « -  , где

а  -  количество мкг цинка по калибровочной кривой; 
в -  количество крови, мл;
с -  количество раствора золы, взятого для анализа, мл;

-  объем раствора золы мл;
100 -  коэффициент для пересчета в мкг#.

28.8. Ошибка метода
Ошибка метода составляет +6$.

28.9. Время, необходимое для проведения исследования
В течение дня один исследователь производит 20 анализов.

28 .10 . Физиологические пределы
Содержание цинка в  крови здоровых животных представлено 
в таблице 2 .

28.11. Источники литературы
Чеботарева Н.А. Усовершенствованная методика определения 
цинка с дитизонсм в кормах и растениях. "Химия в сельском 
х о зя й с т в е " ,1 977 , № 9 стр . 5 0 -5 2 .

29. ИССЛЕДОВАНИЕ МОЛОКА

29Л .  Определение кислотности молока го  Тернеру
2 9 .1 .  LB колбочку вносят 10 мл молока, 20 мл дистиллированной воды

и 2 капли 1%-ного спиртов о. о раствора фенолфталеина.
29Л . 2 .  Из беретки медленно приливают 0 ,1  н раствор едкого натра 

до появления слаборозового окрашивания, не исчезающего в 
течение X мин.

29Л . 3 . Кислотность молока определяют путем умножения количества 
мл 0 ,1  н раствора едкого натра, пошедшего на титрование, 
на коэффициент 1 0 . Кислотность молока в норме ХБ-18аГ,

2 9 .2 , Определение ацетоновых тел в молоке реактивом Лестряае

2 9 .2 .1 .  Берут Т г  натрия нитропруесида, 20 г  аммония сернокис­
ло го , 20 г  натрия углекислого безводного и тщательно



измельчают в фарфоровой ступне. Хранят в закрытых бан­
ках из темного стек л а . При длительном хранении (более 
2 мес) активность реактива снижается.

2 9 . 2 .2 .  На фильтровальную бумагу наносят на кончике скальпеля 
реактив Лестраде и смачивают его  2 -3  каплями молока. 
Появление через 0 , 5 - 1 , 0  мин сиреневого или розового ок­
рашивание сви детел гству ет о наличии ацетоновых тел  (аце­
тона и ацетоуксусной кислоты)в молоке в ш е  10 ш $ .  Чем 
интенсивнее окраска см еси, тем в ш е  концентрация ацето­
новых тел в молоке. У здоровых коров не превышает 8  ш$.

2 9 .3 .  Определение в молоке (молозиве)витамина А. макро- и 
митср оэл емент ов

Используются методы, описанные при исследовании крови.

2 9 .4 .  Источники литературы

2 9 . 4 Л .  Биохимические методы исследования в клинике. Под редак­
цией академика АМН СССР А.А. Покровского. М .: Медицина, 
19 6 9 , с .  4 6 3 -4 6 9 .

2 9 . 4 .2 .  Давьщов Р .Ь .  Молоко и молочное дел о . М .: Кол о с, 19 7 3 , 
с .  3 5 -4 1 .

2 9 . 4 .3 .  Беляков И.М. Диагностика внутренних незаразных болезней 
сельскохозяйственных животных. М., Колос, 1975 стр , 
2 2 0 -2 2 3 .

3 0 . ИССВДОВАННЕ МОЧИ

З О Л . Определение pH мочи универсальной индикаторной бумагой
производится непосредственно на ферме. В норме у крупного 
рогатого скота  7 ,7  -  8 , 7 ,  у свиней 6 , 5  -  7 , 8 .  При белко­
вом перекорме моча кислая.

3 0 .2 .  Удельный в е с  мочи определяется урометром . В норме у  круп­
ного р огатого енота 1 ,0 1 5 - 1 ,0 4 5 ,  у свиней 1 ,0 1 5 - 1 ,0 2 5 .  
Л°н>в:бнне удельного ве са  наблюдается при ацетонемин, по­
вышение -  при р асстрой ствах желудочно-кишечного трак я, 
coup овевающихся п он осаш .

30.3. Цвет, прозрачность, консистенцию мочи определяют визуаль­
но. И нор? моча прозрачная и водянистая. Цвет у крупного
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р о гато го  ск о т а  от светло -ж елто го  до  светло-коричневого» 
у  свиней светл о -ж ел тая .

30.4. Запах мочи специфичен для каждого вида ж ивотного. Харак­
терный зап ах бывает при ацетонурии, к е т о зе .

30.5. Определение ацетоновых тел в моче проводят такж е,как  и 
в молоке ( п . 2 9 . 2 . ) .

Ю.б. Определение 5 ш а в моче супьфасалициловой кислотой. 
Р е а к т и в ы :  20%-ный р аствор  сул ьфасаяициловой кис­
лоты. При отсутствии этой кислоты, ее  можно приготовить: 
к 26  мл салициловой кислоты добавляют 1 8 -2 0  мл концентри­
рованной серной кислоты и постепенно нагревают до темпе­
ратуры 9 5 - 1 0 0 ° .  С остав превращается в кристаллическую 
м ассу  еульфасаиициловой кислоты. После охлаждения р а з­
водят водой до 150 мл. П олучается 20%-ный раствор с у л ь - 
фаоалициловой кислоты.
К 3 - 4  мл профильтрованной мочи добавляют 4 - 6  капель р еак­
ти в а . При положительной пробе появляется помутнение.

30 .7 . Определение сахар а ь м оче. Большинство качественных проб 
JCHoeaHO на редуцирующей способности глюкозы.

30.7 Л .  П р о б а  Н и л я н д е р а .  Проба основана на в о с с т а ­
новлении глюкозой нитрата висмута в металлический. 
Р е а к т и в :  2 г  нитрата висмута растирают п ступке с 4  
г  сегн етовой соли, растворяют в 100 мл 10% -ного едкого 
натрия и фильтруют. П олучается бесцветный р аство р , стой­
кий в посуде из темного стек л а  в т е ч е т е  длительного вре­
мени.
К ачество реакти ва проверяют т а к : несколько миллилитров 
р еакти ва Ниляндера р азводят в 10 р аз водой и нагреваю т.
При кипячении жидкость не должна тем неть.
К моче добавляют реактив в соотношении 2 .Т  и кипятят 3  ми­
нуты. В присутствии сахар а  п оявляется кр р ичн ево-теш ое 
окрашивание и осадок при стоянии. При отрицательной пробе 
выпадает бесцветный осадок фосфатов. Ч увствительность про­
бы -  0 ,12%  са х а р а . Мочевая ки слота, гемоглобин, салици­
ловая ки слота, антипирин, биомицин, тетрациклин и некото­
рые другие медикаменты пробу могут сделать положительной. 
Важно, чтобы количество р еакти ва в пробе было на менее 1/3 
объема мочи. При больших количествах солей аммония в моче 
< C iy *< ;0 3 они связывают едкий натрий* отчего тер я ется  н е- 
«'бходимал для реакции
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З С .7 ,2 . Э к с п р е с  с - а  н а л и з н а  с а х а р  в м о ч е *  
Для экспресс-анализа имеется специальный набор- два 
флакона: А (едкая щелочь в гранулах) и Б . 4 гранулы 
реактива А вносят в пробирку и добавляют по 0 ,5  мл мо­
чи и дистиллированной воды. Затем вносят таблетку реак­
тива Б , после чего пробирку встряхивать нельзя. В про­
цессе реакции сццеркж ое пробирки закипает. Реакция 
заканчивается через 2 минусы. Цвет жидкости в пробирке 
сравнивают с прилагаемой к набору цветной шкалы из пя­
ти тесто в : от 0% до 2% и более.

В нормальной моче содержится не более 0,02%  глюкозы, и 
она обычными качественными пробами не выявляется.
Глюкозурия может быть физиол гической и патологической. 

Физиологическая глюкозурия возникает при избыточном по­
едании легкопереваримых углеводистых кормов, например 
сахарной свеклы (алиментарная глюкозурия), при сильных 
возбуждениях, после введения диуретина, кофеина, корти­
костероидов, при отравлении хлороформом, фосфором. 
Патологическая глюкозурия бывает при сахарном диабете, 
тиреотоксикозе, циррозе печени, снижении почечного по­
рога для сахара.

3 0 .8 .  Источники литературы

3 0 .8 ,1 .  Беляков И.М. Диагностика внутренних незаразных болезней 
сельскохозяйственных животных. М .,Колос, 1 9 7 5 ,стр . 
2 0 5 -2 1 2 .



83

Таблица 2
Нормативы биохимических показателей крови

Показатели jim*
fM 3 M .

j

1 Вид животных
! Кр. рог» 
! скот { Овца j Свинья Курица

JЯ. Дельная кровь

Босфор неорганический MV% 4 ,5 -6 ,0 4 ,5 -6 ,5 4 ,0 -6 ,0 4 ,0 -6 ,0
Шиий неорганический мг$ 2 ,0 -3 ,0 2 ,0 -3 ,0 2 ,5 -3 ,5 2 ,0 -2 ,7

Глюкоза мг% 45-55 45-75 36-60 80-140
Кетоновые тела мг% I , 0-6 ,0 0 ,5 -2 ,5 3 ,0 -7 ,0
йедь ыкг$ 90-110 50-70 200-240 50-70
||НК мкг% 300-500 80-100
1обальт мкг% 3 ,0 -5 ,0 3 ,0 -5 ,0 2 ,5 -5 ,0 2 ,0 -3 ,0
йарганец мкг$ 15-25 2 ,0 -8 ,0 2 ,0-10 ,0

В . Плазма крови

Натрий мг$ 320-340 320-340 320-340 350-380
'Галий мг$ 16-19 16-19 16-19 19-23
щелочной резерв о б .д а2 50-60 48-60 45-55 48-55

С. Сыворотка крови

Общий белок 1$ 7 ,2 -8 ,6 6 ,0 -7 ,5 5 ,5 -8 ,5 4 ,3 -5 ,9
Велкосые фракции
Альбумины % 35-50 35-50 40-55 31-35
1льфа-глобулины % 12-20 13-20 14-20 17-19
Бета-глобулины % 10-16 7—XI 16-21 II-I3
Гамма-гл обул т ш % 25-40 20-46 17-25 35-37
Мочевина мг$ 20 40 20-35 20-35 14-22
Кальций общий мг$ 10,0-12,5 10,0-12,5 10-14 15-27
Каротин

в пастбищный период мг# 0 ,9 -2 ,8
в стойловый период Mltfo 0 ,4 -1 ,0

Витамин А
в пастбищный период Ш(Г$ 40-150
в стойловый период тт<% 24-80

Витамин С мг$ 0 ,6 -1 ,5 0 ,4 -0 ,8 0 ,2 -1 ,2
йод (СБИ) мкг$ 4 ,0 -5 ,0 4 ,0 -5 ,0 4 ,0 -5 ,0
Щел оч’ tan (ЬссАа газ «• од *Бодене к I ,2 -2 ,6 1 ,2-2 ,5 1 ,2 -2 ,5
9б;П,И0 ЛИПИДЫ мрб. 350-450 640-1200
Холестерин общий 100-240 90-160
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