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Oznoczonie slężenlo {ruklozy w nosieniu somców

zwierzqł gospodorskich metodq onlronowq
z zal<ła]],l Fizjologii ll,ozrodu i Sztucznego Unasleniania zwLefząt

Instrtutu zootechniki w Balicach k. Krakowa

ocenie jakości nasienia.
Do najczęściej stosowanych metod oztlacza,

nia stęzenia fruktozy należy próba rezorcynowa
(6, 10, 77, t2, l7, 19, 22, 25), ł<tóra cieszy się
opinią metody dość swoistej, 1ecz dającej słabo
odtwarzalne wyniki (1,B, 27, 23).

Obeonie cotaz częściej stosowana jest metoda
antronowa, która prowadzona w temperaturze
pokoiowej (z tzw, zimnym antronem) pozwala
na oŻnaczanie fruktozy w obecności glukozy i
innych węglov.zodanów bez obawy udziału ich
w reakcji (3, 4,15,1,B, 24).

Mechanizmy reakcji w obu metodach są po-
dolone do siebie, jakkolwiok do t,ej pory nie są
one dokładnie poznane (5, 13). Prawdopodobnie
w obu przypadkach frul<toza pod wpływem kwa-
su ulega odwodnieniu i z odpowiednim odczyn-
nikiem Łworzy barwny związek (2, 20). Proces
ten na ogólnym schemacie można przedstawić w
następujący spcsób:

I. fruktoza *ĘF-- oksymetylen,ofurfurol

|9?9|9yna .. barwny kompleks
t-emp-. 80oc " (czerwony)

II. fruktoza *##'-+ oksymetylenofurfurol

antron barwnv związek
temp.Tł"dć-- (nieb,-ziel,)

zabarwienie rozt,roru jest wprost proporcjo-
nalne d_o zawartości fruktozy. Wykorzvstuiąc
prawo Lamberta-Beera w prosty i szybki spo-
sób można oznaczyć stężenie fruktozy klasycz-
nymi metodami kolorymetrycznymi.

Celem pracy było porównanie wyrr-ików ozna-
czania stężenia truktozy metodą antronową z
r,vynikami oznaczania metod_ą rezorcynową, w
odniesierriu do tego samego badanego materiału
tj. nasienia buhajów, tryków i knurów.

Materiał i metody
Do określenia stężenia fruktozy w osoozu nasienia

buha ja i tryka zastosotvano metcdę rezorcynową \,^/

modyfikacji Pereza (6, 17) oraz Manna (1) odnośnie
osocza nas,ienia l<nura. Przed wprowadzeniem meto-
dy antronowej varr Handela rv modyfikacji Nixona
(15) przeprowadzono szereg prób dla ustalenia od-
powiednich stężeń stosowanyelr odczynników w mie-

szaninie reakcyjnej w celu dobrania najlepszego za-
kresu pomiarów. Zakłada się bowiem, że wartość
absorpcji winna mieścić się w granicach 0,1-0,8, przy
czym największą dokładność uzyskuje się dla absorp-
cji w pobliżu 0,4 (14\,

Oznaczenia w większości prób prowadzono w oso-
czu świeżo pobranego nasienia, bezpośrednio po od-
u,irowaniu plemników. przed określeniem stężenia
fruktozy w obu metodach przeprowadzano proces od-
białczenia (18). Stosując metodę antronową do 1 ml
wody destylowanej, L- mI I,2% NaOH i 1 ml 50ń

ZnSOa dodawano 0,05 ml badanego o,socza. Tak otrzy-

fali 600 nm.
Wartości ekstynkcji służyły do odczytywan,ia stę-

żenia fruktozy z wcześniej przygotowanych krzywych
j dla metody

ej ię na roztwo-
ra 200, 300, 400,

500, 600 i B00 mg fruktozy - 100 mI roztworu (rys. 1).

W osoczu nasienia knura przeprowadzo,no niewielką

(24), ed,zie;

0/o o,dzysl<u : x
x 1009o

Pomiar przeprolvadzono dla 16 prób osocza nasienia
buhaja i fyką- o znanym stężeniu fruktozy, do któ-
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Ryc. 1. Krzywe wzorcowe fruktozy
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rych dodarvano roztrvór wzorcowy o stężeniu 300 lub
400 mg/|00 mI.

Ryc. 2. Krzywe wzonc,owe frluktozy

Wyniki i ornówienie

Wyniki pomiarów przeprowadzonych w oso-
czu nasienia buhajów, tryków i knurów przed-
stawiono w tab. 1. Srednie stężenie fruktozy oz-
naczanej metodą antronową wynosi 394 mg/100
mI rońwonu dla buhajów i 472 mg/100 ml dla
tryków, natorni ast ozllaczane meto dą rezorc yno-
wą odpowiednio 361 i 435 mg/100 m1. W wię[<-
szości przypadków (76 na 90 badanych ejakula-
tów) przy stosowaniu do ozrraczeń antronu uzys-
skano wyniki wyższe średnio o 35 mg/100 ml, co
stanowi około B0/o średniego stężenia fruktozy w
nasieniu buhajów i tryków. W przypadku ozna-
czeń fruktozy w nasieniu knura średnie stęże-
nie określane metodą antronową wynosi 14,2
mg/100 ml roztworu, podczas gdy przy próbie
rezorycyno j 14,7 mg/100 ml. Wyniki otrzyma-
ne metodą antronową są tu nieznacznie wyższe
od wyników uzyskanych pt.zy zastosowaniu re-
zorycyny.

Tab. 1. Średnie stęŻenie frukttozy w o,so,czu nasienia
oznaczanej metodą antronową (ea) i rezorcynową (en)

Przy badaniach mających na celu określenie
procentowe§o odzysku dla danej rnetody nie rvy-
kon;rq7ąng porniarów na cz5nstych roztworach
frul<tozy, aby nie podwyższać szitucznie wyni-
ków, gdyz w rzeczryistości sprowadza się to do
Spraw
rów p
zysku
oraz B4,50h dla metody rezorycynowej, czyli
około B0/o wyższy przy stosowaniu antronu,
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Przeds,tawione wyniki potwierdzają ogólnie
panującą opinię o przewadze metody antronowej
nad metodą rezotycynową (4, 15, 18, 24). Pod
rvzględem postępowania obie metody są podobne

- opierają się na wywołaniu barwnej reakcji
odpowiedniego odcz5rnnlka z fruktozą, a następ-
nie oznaczeniu kolorymetrycznym. Stosuje się
przy tym tę samą aparaturę, a więc i błąd po-
miaru wynikający z dokładności aparatu można
ptzyjąć za jednakowy. Tak więc występujące
różnice mogą wynikać głównie z czułoś,ci sarnej
reakcji lrarwnej, a dokładrriej z możIiwości wy-
krycia barwnych zmian roztworu równolegle ze
śladowymi różnicami zawart,oś,ci fruktozy. W
niniejszej pTacy, w przypadku metody antrono-
wej w przeważającej więlkszości uzyskano wyni-
kt wyższe, co może wynikać z większej czułości
barwnej reakcii fruktozy z antronem. Podobnie
van Handel (4) oznaczając stężenie fruktozy w
płvnach biologicznych otrzymał wvższą średnią
dla metody antronowej 78 mg/100 mI i 72 rręl
/100 ml dla metody rozorcynowej. Wyniki po-
miarów procentowegc odzysku fruktozv (24)
również wskazują na większą dokładność me-
tody antronowej. Metoda ta charakteryzuje się
także oszczędnością badanego materiału - do
oznaczania stężenia fruktozy wystarcza połowa
objętości koniecznej przy metodzie rezorcyno-
wej.
Tab. 2. proicenrt odzysku fluktozy z prób o znanym
stężeniu, wzbogaconych o 300 i 400 mg/100 ml fruktozy

Porównując obie metody pod względem stop-
nia trudności wykonania, metoda antronowa
wydaje się być prostsza i łatwiejsza, W obu wy-
padkach stosuje się stężone kwasy (B0% H2SO4,
307o HCł), jednak nalezy podkr,eślić, że przy
metodzie rezorcynowej reakcję barwną przepro-
wadza się w środowisku kwasu solnego w tern-
peraturze BO-B5oC, co powoduje wydzielanie
znaczny,ch ilości gryzących par chlorowodoru.
Stosowanie natomiast kwasu siarkowego w tem-
peraturze zbliżonej do pokojowej w przypadku
metody antron,owej, po,zwala na stworzenie
mniei uciążIirvych warunków pracy.

Jako dodatkową zaletę metody antronowei
wymienia się mozliwość uniknięcia odbiałczarria
badanego materjału (3). Stwierdzono bowiem, że
gotowanie próby z wodorotlenkiem jest zbędne,
gdy zastosuje się mniej stężony roztwór antro-
nu i inkubację przeprowadzi się przy 37oC.
Uniknięcie konieczności odbiałczania badanego
materiału znacznie upraszcza i podwyższa do-
kładność metody, gdyż wówczas zmniejsza się
ilość czynności 1aboratoryjrrych (odmierzania,
wirołvania) otaz pozwala na uniknięcie nieswo-
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tu w obu metodach.
Wyrrrienione wyżej zalety metody arrtronowej

wskaztrją na mozliwość wprowadzania jej w
stosowanej me-
a stężenia fruk-
i trynków. Ogó1-
jako metodę:

1) prostszą i łatwiejszą w wykonaniu,
2) dokładniejszą w ocenie zawartości frukto-

ZY,
3) zużWającą mniejszą ilość badanego ma-

teriału biologicznego.
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