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Fizykochemiczne metody badania jakosci na-
sienia polegaja na oznaczaniu cech zwigzanych
z fizjologiczna funkcja dodatkowych gruczoléw
plciowych. Zdolnosé tych gruczoléw do tworze-
nia fruktozy odzwierciedla bowiem dokladnie
stopienn aktywnoéci- meskich hormonéw plcio-
wych (8, 9, 12). Z tego tez wzgledu fruktoza na-
lezy do grupy cech powszechnie badanych przy
ocenie jakos$ci nasienia.

Do najczeéciej stosowanych metod oznacza-
nia stezenia fruktozy nalezy proéba rezorcynowa
(6, 10, 11, 12, 17, 19, 22, 25), ktéra cieszy sie
opiniag metody do§é swoistej, lecz dajacej stabo
odtwarzalne wyniki (18, 21, 23).

Obecnie coraz czeéciej stosowana jest metoda
antronowa, ktoéra prowadzona w temperaturze
pokojowej (z tzw. zimnym antronem) pozwala
na oznaczanie fruktozy w obecnosci glukozy i
innych weglowodanéw bez obawy udzialu ich
w reakeji (8, 4, 15, 18, 24).

Mechanizmy reakcji w obu metodach sg po-
dobne do siebie, jakkolwiek do tej pory nie sg
one dokladnie poznane (5, 13). Prawdopodobnie
w obu przypadkach fruktoza pod wplywem kwa-
su ulega odwodnieniu i z odpowiednim odczyn-
nikiem tworzy barwny zwiazek (2, 20). Proces
ten na ogdlnym schemacie mozna przedstawi¢ w
nastepujacy sposéb:

‘ +HCL
I. fruktoza XH,0 - oksymetylenofurfurol
rezorcyna barwny kompleks
temp. 80°C (czerwony)
+H,S0, ,
II. fruktoza XH,0 - oksymetylenofurfurol
antron barwny zwigzek

temp. 37°C ~  (nieb.-ziel.)

Zabarwienie roztworu jest wprost proporcjo-
nalne do zawarto$ci fruktozy. Wykorzystujac
prawo Lamberta-Beera w prosty i szybki spo-
séb mozna oznaczy¢ stezenie fruktozy klasycz-
nymi metodami kolorymetrycznymi.

Celem pracy bylo poréwnanie wynikéw ozna-
czania stezenia fruktozy metodsa antronowsg z
wynikami oznaczania metodg rezorcynowsg, w
odniesieniu do tego samego badanego materialu
tj. nasienia buhajéw, trykéw i knuréw.

Material i metody

Do okreflenia stezenia fruktozy w osoczu nasienia
buhaja i tryka zastosowano metcde rezorcynowsg w
modyfikacji Pereza (6, 17) oraz Manna (1) odnoénie
osocza nasienia knura. Przed wprowadzeniem meto-
dy antronowej van Handela w modyfikacji Nixona
(15) przeprowadzono szereg prob dla ustalenia od-
powiednich stezen stosowanych odeczynnikéw w mie-

szaninie reakcyjnej w celu dobrania najlepszego za-
kresu pomiaréw. Zaklada sie bowiem, ze wartosé
absorpcji winna miescié sie w granicach 0,1—0,8, przy
czym najwiekszg dokladnos¢ uzyskuje sie dla absorp-
cji w poblizu 0,4 (14).

Oznaczenia w wiekszoSci préb prowadzono w 0so-
czu §wiezo pobranego nasienia, bezpodrednio po od-
wirowaniu plemnikéw. Przed okre§leniem stezenia
fruktozy w obu metodach przeprowadzano proces od-
bialczenia (18). Stosujac metode antronowg do 1 ml
wody destylowanej, 1 ml 12% NaOH i 1 m! 5%
ZnS0O, dodawano 0,05 ml badanego osocza. Tak otrzy-
mana mieszanine odwirowywano 1 klarowny prze-
sacz poddawano wlasciwemu oznaczeniu: 0,5 ml od-
bialezonego osocza dodawano do 3 ml roztworu an-
tronowego i inkubowanego przez okres 30 min. w
temp. 37°C. Ekstynkeje badanych roziworéw mierzo-
no na spekirometrze typu Carl Zeiss przy diugosci
fali 600 nm.

Wartodei ekstynkeji stuzyly do odezytywania ste-
zenia fruktozy z wezeéniej przygotowanych krzywych
wzorcowych. Sporzadzano je oddzielnie dla metody
antronowej i rezoreynowej opierajac sie na roztwo-
rach wzorcowych zawierajacych 100, 200, 300, 400,
500, 600 i 800 mg fruktozy — 100 ml roztworu (rys. 1).

A
0,3 .
o7 -
! grefmh
06 TETOITYnONd
foply |
05 4 ~ ga’:tm
04 //
e
[VERE //
o
02 - A
of //
=

200 | 400 | foo | &0 ¢ [mg/rom]
Ryc. 1. Krzywe wzorcowe fruktozy

W osoczu nasienia knura przeprowadzono niewielka
iloé¢ pomiaréw (17) — postepowano tu podobnie, sto-
sujac jedynie inne objetosei odezynnikéw ze wzgle-
du na mniejsze stezenie fruktozy (1). W celu od-
bialozenia 1 usuniecia plemnikéw przed oznaczaniem
metoda antronowa do mieszaniny 1 ml wody desty-
lowanej, 1 ml 0,3 n Ba(OH); i 1 ml 5% ZnSO4 do-
dawano 2 ml badanego nasienia. Po odwirowaniu
przesacz poddawano barwnym reakcjom. Stezenie
frukiozy w badanych prébach odezytywano z odpo-
wiednio wykreSlonych krzywych wzorcowych spo-
rzadzonych z roztwordw o stezeniu 10, 20, 30, 40 i 50
mg fruktozy w 100 ml roziworu (ryc. 2).

Weelu pelniejszego poréwnania obu melod wyko-
nano badania majace na celu obliczenie % odzysku
(24), gdzie:

pro ba wz hogacona — proha pierwotna «
ilos¢ dodana

% odzysku =
X 100%

Pomiary przeprowadzono dla 16 préb osocza nasienia
buhaja i iryka o znanym steZeniu fruktozy, do kt6-
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rych dodawano roztwdér wzorcowy o stezeniu 300 lub
400 mg/100 ml.
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Ryc. 2. Krzywe wzorcowe firuktozy
Wynikiiomowienie

Wyniki pomiaréow przeprowadzonych w oso-
czu nasienia buhajéw, trykéw i knurow przed-
stawiono w tab. 1. Srednie stezenie fruktozy oz-
naczanej metodg antronowsg wynosi 394 mg/100
ml roztworu dla buhajow i 472 mg/100 ml dla
trykow, natomiast oznaczane metodg rezorcyno-
wa odpowiednio 361 i 435 mg/100 ml. W wigk-
szosci przypadkéw (76 na 90 badanych ejakula-
t6w) przy stosowaniu do oznaczen antronu uzys-
skano wyniki wyzsze érednio o 35 mg/100 ml, co
stanowi okolo 8% $redniego stezenia fruktozy w
nasieniu buhajéw i trykéw. W przypadku ozna-
czen fruktozy w nasieniu knura Srednie steze-
nie okres§lane metoda antronows wynosi 14,2
mg/100 ml roztworu, podczas gdy przy proébie
rezorycynowej 14,7 mg/100 ml. Wyniki otrzyma-
ne metodsg antronowsg sg tu nieznacznie wyzsze
od wynikéw uzyskanych przy zastosowaniu re-
Zorycyny.

Tab. 1. Srednie stezenie fruktozy w osoczu nasienia
oznaczanej metods antronows (Ca) irezorcynows (Cg)

n | Cy | € | AC=/Cq-Cp/
Bahaje 58 | 394 | 367 33
Trykd 32 | 472 | 435 37
Knurt 17 142 147 -0.5

Przy badaniach majgcych na celu okreslenie
procentowego odzysku dla danej metody nie wy-
konywano pomiaréw na czystych roztworach
fruktozy, aby nie podwyzszaé¢ sztucznie wyni-
kéw, gdyz w rzeczywistoSei sprowadza sie to do
sprawdzenia krzywej wzorcowej. Wyniki pomia-
1ow przedstawiono w tab. 2. Sredni procent od-
zysku fruktozy dla metody antronowej 92,7%
oraz 84,5% dla metody rezorycynowej, czyli
okolo 8% wyzszy przy stosowaniu antronu.
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Przedstawione wyniki potwierdzaja ogolnie
panujacg opinie o przewadze metody antronowe]
nad metodg rezorycynows (4, 15, 18, 24). Pod
wzgledem postepowania obie metody sa podobne
— opieraja sie na wywolaniu barwnej reakcji
odpowiedniego odczynnika z fruktoza, a nastep-
nie oznaczeniu kolorymetrycznym. Stosuje sie
przy tym te samg aparature, a wiec i blad po-
miaru wynikajacy z doktadnosci aparatu mozna
przyja¢ za jednakowy. Tak wiec wystepujace
réznice mogg wynikaé glownie z czutosci samej
reakeji barwne], a dokladniej z mozliwosei wy-
krycia barwnych zmian roztworu réwnolegle ze
sladowymi réznicami zawartosci fruktozy. W
niniejszej pracy, w przypadku metody antrono-
wej w przewazajgcej wiekszo$cl uzyskano wyni-
ki wyzsze, co moze wynikaé z wiekszej czulosci
barwnej reakcji fruktozy z antronem. Podobnie
van Handel (4) oznaczajac stezenie fruktozy w
plynach biologicznych otrzymal wyzsza $rednig
dla metody antronowej 78 mg/100 ml i 72 mg/
/100 ml dla metody rozorcynowej. Wyniki po-
miaréw procentowege odzysku fruktozy (24)
rowniez wskazuja na wiekszg dokladno§é me-
tody antronowej. Metoda ta charakteryzuje sie
takze oszczedno$cig badanego materialu — do
oznaczania stezenia fruktozy wystarcza polowa
objetosci koniecznej przy metodzie rezorcyno-
wej.

Tab. 2. Procent odzysku fruktozy z préb o znanym
stezeniu, wzbogaconych o 300i400mg/100 ml fruktozy

Proba Proda [

N Precent Froda Procent
Meloda pierrotna | WEbogacona |odzystku | mibopacona | odzysku
o mg /100 o $a0mg /100w
450 720 900 835 96,3
390 696 1020 760 925
Antronowa 750 (000 833 1717 91,8
§20 £00 233 &850 925
430 650 76,7 T 790 20,0
350 6500 833 75 943
Rezorcgnowa| 2 1000 850 1060 788
500 750 833 850 875

Pordéwnujgc obie metody pod wzgledem stop-
nia trudnoéci wykonania, metoda antronowa
wydaje sie by¢ prostsza i latwiejsza. W obu wy-
padkach stosuje sie stezone kwasy (80% H,SO,,
30% HC1), jednak nalezy podkresli¢, ze przy
metodzie rezorcynowej reakcje barwnag przepro-
wadza sie w $rodowisku kwasu solnego w tem-
peraturze 80—85°C, co powoduje wydzielanie
znacznych iloSci gryzacych par chlorowodoru.
Stosowanie natomiast kwasu siarkowego w tem-
peraturze zblizonej do pokojowej w przypadku
metody antronowej, pozwala na stworzenie
mniej ucigzliwych warunkéw pracy.

Jako dodatkowa zalete metody antronowej
wymienia sie mozliwo§é unikniecia odbialczania
badanego materialu (3). Stwierdzono bowiem, ze
gotowanie proby z wodorotlenkiem jest zbedne,
gdy zastosuje sie mniej stezony roztwoér antro-
nu i inkubacje przeprowadzi si¢ przy 37°C.
Unikniecie koniecznosci odbialczania badanego
materialu znacznie upraszcza i podwyzsza do-
ktadnosé metody, gdyz wowczas zmniejsza sie
ilo§¢ czynnosci laboratoryjnych (odmierzania,
wirowania) oraz pozwala na unikniecie nieswo-
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istej adsorpcji fruktozy na wytraconych bial-
kach. W efekcie zmniejsza sie blad techniezny.
Zalozeniem niniejszej pracy bylo jednak zbada-
nie obu metod przeprowadzonych w podobnych
warunkach tak, aby uchwycone ewentualne roz-
nice wynikaly gléwnie z czulodci samej reakcji
barwnej fruktozy z odpowiednim odezynnikiem.
Dlatego tez proces odbialczania przeprowadzano
tu w obu metodach.

Wymienione wyzej zalety metody anironowe]
wskazuja na mozliwo$§é wprowadzania jej w
miejsce dotychczas powszechnie stosowanej me-
tody rezorcynowej do oznaczania stezenia fruk-
tozy w osoczu nasienia buhajow i trykéw. Ogol-
nie mozna ja scharakteryzowaé jako metode:

1) prostsza i latwiejsza w wykonaniu,

2) dokladniejsza w ocenie zawartosci frukto-

ZYy,
3) zuzywajaca mniejszg iloé¢ badanego ma-
terialu biologicznego.
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Opamyc-Kacnmuk B., Jsmxa A, Bemxxock 2. —
Qmnpepeliedne  KOumeHTpamuy (DDYKTO3BI B cemedi
CaMI0B JIOMAINHIX FKHUROTHBIX AHTPOHOBHIM METIOM.

liens paGoTLr cocTosja B ONMCAHMM M CPaBHEHMU
IByX Pa3JMYHBIX CIOCOGOB ONPEefelIeHUs KOHIEHTPa-
MM PPYKTO3bI: PE30PIMHOBOTO MeTOAd, NPUMEHAEMO-
IO IO CMX IOP MCCIEeNOBaHMM IIJIa3Mbl CeMEHy [oMarll-
HUX XMBOTHBIX, ¥ AHTPOHOBOTO MeToza, Bce dHallle
BBOAMMOTO TIPM MCCIEACBAHMAX (PPYKTO3Bl B 6uomoru-
YeCKOM MaTepualne.

VIsmepeHusa OpPOBOAWUIM B ILJIa3Me CEeMCHM on1KOB, 0a-
paneB M XpAKOB. IIpoBepAMy TOTHOCTB 0001X METOAOB
yepes IOJCYET IIPOIEHTHOM PpeKynepaunnu GHpPyKTO3EBI.
KonneHtpanyusa (HPYKTO3pl, NpejenfaeMad AHTPOHOBBIM
METOOM, COCTABAAJNIE B CPeAHEM 394 mr{100 ma pacr-
popa ang Onikos m 472 Mr/100 M AJis Hapaios, onpe-
genseMas K€ PEe30PUMHOBLIM METOAOM — COOTBETCT-
BeuHo 361 1 435 Mr/100 Mi. B GoJbluMHCTBE CIyHaeB
Opy TIPUMEHEHH) aHTPOHA pPe3ysbTaThbl OB} BBIIIE
B cpegueM Ha 35 Mmr/100 My PesyabTaTel u3Mepenit
hpyKTO3BEI B CEMEHN XpAKa aHTPOHOBEIM meTomoM ObI-
1 HE3IHAYUTeJBHO HMXKE Pe3yiabTaroB, MNOIyIeHHBIX
Ipy mpuMeHeHuM pesopuyuua. CpejHsAs BenuIHUia Mpo-
IeHTHO}M pexymepanuu HPYyKTO3D Epina Beiue Ha 8%
npy IPUMEHEHMM AaHTPOHA.

VI3 TONYHEHHBIX De3yNbTATOB fAeJlaeTcd BBIBOZ, ™TO
AHTDOHOBLIT METO7 NPOIle ¥ TOYHee Pe30PUUHOBOTO.

Oramus-Kasprzyk B., Laszezka A, Wierzchos E. —
Estimation of fructose concentration in the farm animal
semen using anthrone method.

The purpose of the work was to compare the fol-
lowing methods of determining fructose concentrations:
a — resorcinal method widely used in the examination
of plasma of farm animals, b — anthrone method
which is more and more frequently applied for fruc-
tose determination in biclogical materials. Measure-
ments were done in the bull, ram and boar semen
plasma. The accuracy of the both methods was check
up by calculating the percentage of fructose recovered.
Tructose concentrations by the use of the anthrone
method was on an average 394 mg in the bull semen
plasma and 472 mg in the ram per 100 ml of solution
examined. Instead the data obtained with the resor-
cinal method were 361 and 435 mg/100 ml respectively.
In most cases the averages received by anthrone
method were at 35 mg/100 ml solution greafer. The
fructose measurements in the semen plasma of boars
using the resorcinal method were insignificantly lo-
wer than those found by means of anthrone method.
The average value of fructose recovered with anthrone
method was § per cent more than that with the
resorcinal method. The findings indicate that the an-
throne method is simpler and of greater accuracy
than the rescrcinal one.
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SCOTT F. W.: Wirosob6jeze §Srodki dezynfekeyjne a
wirusy kocie. (Virucidal disinfectants and feline viru-
ses). Am. J. vet. Res. 41, 410414, 1980 (3).

Przebadano dziatanie wirusobodjcze 35 powszechnie
stosowanych srodkow odkazajacych (antyseplyki, asep-
tyki, sanityzatory i detergenty) w stosunku do wirusa
zapalenia nosa i tchawicy kotéw, kaliciwirusa kociego
oraz wirusa panleukopenii. Wirusy eksponowano na
dzialanie preparatéw przez okres 10 minut w fempera-
turze pokojowej. Po tym czasie ekspozycji okreslano
stopien inaktywacji wirusow na hodowlach komorek
kota. Z badanych preparatéw 22 wywieraly dzialanie
wirosob6jcze na wirus zakasnego zapalenia nosa i
techawicy, 11 na kaliciwirus i jedynie trzy na wirus
panleukopenii. Najwyzsze spektrum dzialania oraz
najsilniejsze dzialanie wirosobdjeze wylazywatl 0.175%
roztwér podchlorynu sodowego.

G.

ALLEY M. R, WELLS P. W., SMITH W. D,, GARDI-
NER A. C.: Rozmieszezenie immunoglobulin w ukiadzie
oddechowym owey. (The distribution of immunoglobu-
lines in the vespiratory tract of sheep). Vet. Pathol. 17,
372—380, 1980 (3).

U nowo narodzonych jagnigt przed podaniem siary
1gM stanowi gléwng klase immunoglobulin wykrywal-
na metoda immunodyfuzji i metoda immunoperoksy-
dazowa w gruczolach jamy nosowej i oskrzeli. Po kar-
mieniu siara we wszystkich tkankach ukiadu oddecho-
wego dominuja immunoglobuliny klasy IgG. U doros-
lych owiec w $luzéwee nosa wystepuje prawie iden-
tyezna liczba komoérek zawierajacych 1gG i IgA, nato-
miast w Sluzéwee oskrzeli stwierdza sie okolo 2,5, zas
w plucach okolo 2 razy wigcej komorek zawierajacych
IgA, Liczba komérek zawierajacych IgA przewyzsza
ponad trzykrotnie liezbg komorek zawierajaeych IgM.

G.
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