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Od czasu wykrycia fruktozy w nasieniu zwierzat przez Manna
(1954) badania nad oznaczaniem jej poziomu w spermie, nad miejscem
powstawania i przemianami, jakim podlega od chwili, w ktorej nasienie
znajdzie sie poza organizmem samca, S§ przedmiotem stalego zaintere-
sowania.

Znaczenie fruktozy, ktéra jest wytwarzana przez gruczoty dodatkowe,
przede wszystkim za$ przez gruczoty pecherzykowe, polega na dostar-
czaniu plemnikom energii wyzwalanej w czasie fruktolizy. Sekrecja
fruktozy przez gruczoly pecherzykowe odbywa si¢ w toku normalnej
produkcji meskich hormonow plciowych i jest wskaznikiem aktywnosci
hormonalnej jader. Wskaznik fruktolizy nasienia, czyli zuzycie fruktozy
przez 10° plemnik6w w ciaggu jednej godziny w temperaturze = 3F *C
moze by¢ uwazany za miare jakosci nasienia. Plemniki niezywe nie
zuzywaja fruktozy. Cho¢ istniejg liczne metody oznaczania fruktozy we
krwi, to jednak do oznaczania jej W nasieniu postugiwano si¢ dotad
jedynie metodq opisang przez Manna (1946), a oparta na metodzie
Roe'go (1934) wykrywania fruktozy we krwi. Ze wzgledu na duza
wrazliwoé¢ na wahania temperatury i czas ogrzewania, wymieniong
metode cechujg znaczne odchylenia wynikow, wskutek czego zwigksza
sie % bledu.

"Kulka opracowal w 1956 r. metode kolorymetrycznego oznaczania
ketoheksoz i ketopentoz we krwi, poslugujac sie reakcjg rezorcynowa.
Przez zmodyfikowanie skladu odczynnikéw i toku analizy osiagnat w po-
réwnaniu z metoda Roe'go zmniejszenie btedu do minimum. Zalety
metody Kulki zachecity do zastosowania jej przy oznaczaniu fruktozy
w nasieniu buhajow i trykéw.

Do wykonania oznaczania potrzebne sg nastgpujace odczynniki:

1) roztwor I — 0,05-procentowy roztwor rezorcyny w alkoholu abso-
lutnym;

2) roztwér II — 0,216 g siarczanu zelazowo-amonowego TOzZpuszcza sig
w 1 1 stezonego kwasu solnego o c. wi. 1,18;
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3) 0,1-normalny wodorotlenek sodowy;

4) 2-procentowy siarczan cynkowy;

5) bufor fosforanowy, pH 7,4 (konieczny przy oznaczaniu wspoiczyn-
nika fruktolizy). 0,125 Molarny roztwoér Na,HPO, - 12 H,O (4,477 g fosfo-
ranu rozpuszcza sie w malej ilosci wody destylowanej i dopetnia nig .
do 100 ml objetosci); pH roztworu doprowadza sie do 7,4 za pomocy 0,1
normalnego kwasu solnego;

6) macierzysty standard fruktozy zawiera 100 mg fruktozy w 100 ml
roztworu.

7) rozcienczony standard fruktozy — zawiera 5 mg fruktozy w 100 ml
roztworu; otrzymuje sie przez pobranie 5 ml z macierzystego standartu
fruktozy i dopelnienie woda destylowang do 100 ml.

Postepowanie. 1. Pobrane nasienie rozciencza si¢ w stosunku
2:1 buforem fosforanowym i miesza dokladnie {(np. 0,2 ml spermy
i 0,1 ml buforu); z mieszaniny pobiera sie 0,1 ml do probéwki i dopelnia
sie wodg do 2 ml objetosci, a nastepnie odbialcza za pomocag 1 ml roz-
tworu 2-procentowego siarczanu cynkowego i 1 ml 0,1 n wodorotlenku
sodowego. Po zmieszaniu zawartosci probowki przeprowadza sie dena-
turacje cieplng w tazni wodnej w temperaturze 100 °C w ciagu 1 minuty,
po czym osad zostaje odsgczony.

2. Z odbialczonych roztworow pobiera sie po 2 ml do probéwek z do-
szlifowanym korkiem. Jezeli poziom fruktozy w nasieniu jest wysoki,
pobiera sie po 1 ml roztworu odbialczonego i dopetnia do 2 ml wodg.
Nastepnie wprowadza sie 3 ml roztworu I oraz 3 ml roztworu II. Pro-
béwki zatyka sie korkami i zawarto$¢ ich miesza dokladnie, a nastgpnie
umieszcza w lazni wodnej o temperaturze 80° * 2°C. Kazdorazowo
wykonuje sie jednoczeénie prébe kontrolng: do 2 ml wody dodaje sig
pozostale odczynniki. Po uptywie 40 minut probéwki przenosi sig¢ do
tazni wodnej z lodem (ok. 0 °C) w celu szybkiego oziebienia i przerwa-
nia reakcji rozwijania barwy.

3. Badane roztwory po wywolaniu barwy przybierajg kolor brunatno-
rozowy, ktérego natezenie ustalono postugujgc sie fotometrem Pulfricha
przy dtugosci fali 480 mp wobec $lepej proby przy uzyciu kiuwety o gru-
bosci warstwy 1 cm. Z pomiaréw ekstynkcji poszczegoélnych préobek
wyliczano zawarto$¢ fruktozy z krzywej wzorcowej. Krzywg wzorcowg
otrzymuje sie za pomoca badania w fotometrze préobek standardowego
roztworu fruktozy. W tym celu pobiera sie probki zawierajgce od 10
do 100 pg fruktozy, czyli 0,2, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 i 2,0 ml rozcienczonego
roztworu wymienionego cukru, ktére dopelnia sie do 2 ml wodg desty-
lowang. Do kazdej z probek dodawano nastepnie roztworow 11i II i po-
stepowano w dalszym ciggu zgodnie z podang wyzej metodykq. Barwne
probki standardu poddaje sie badaniu w fotometrze i wykresla krzywa

WZOTCcowg, zaznaczajac na osi odcietych zawartos¢ fruktozy w ug, a na
osi rzednych — ekstynkcje.
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Obliczanie. Z krzywej wzorcowej wylicza sie zawartosc fruktozy
w badanej prébce nasienia, czyli w 2 ml roztworu po odbialczeniu.
Nalezy uwzgledni¢ réwniez rozcieficzenie nasienia powstate przez doda-
nie buforu oraz wprowadzenie odczynnikéw odbialczajacych. Zawartos¢
fruktozy w 100 ml nasienia wylicza sig ze wzoru:

a - 100

X = [mg/100 ml]
0,0333 - 1000

gdzie:

x — oznacza zawarto$¢ fruktozy w mg w 100 ml nasienia, a — zawar-
tos¢ fruktozy w ug w probce odczytang z krzywe;] wzorcowej, mnoznik
100 — wprowadzono w celu przeliczenia wynikow w odniesieniu do
100 ml nasienia, 0,0333 — wspolczynnik przeliczeniowy, odpowiadajgcy
ilosci spermy wzigtej do oznaczania, dzielnik 1 000 wprowadzono w celu
przeliczenia zawartosci fruktozy z pg na mg. '

Metoda Kulki pozwala na wykonanie dokladnych oznaczen fruktozy
we krwi, nawet w obecnosci innych ketoz. Przystosowana zostata do
oznaczania fruktozy w nasieniu buhajow i daje zadowalajace rezultaty,
co jest wazne ze wzgledu na konieczno$¢ pobierania do analizy malych
préobek materialu. Do dodatnich stron metody nalezy zaliczyC takze je]
stabilno$¢ na wahania czasu ogrzewania przy wywolywaniu barwy. Prze-
dtuzenie iczasu ogrzewania powyzej 40 minut nie powoduje wigkszych
zmian w ekstynkcji (przy temperaturze 80 °C), co jest specjalnie wazne
przy duzej liczbie wykonywanych analiz. Zawartos¢ fruktozy w probce

Tabela 1

Sprawdzanie dokladno$ci metody za pomocs prévki ze znang
1lo8cig fruktosy '

Fruktoza
dogigi kgo gggfga‘];n;rg%::r’ gnaleziona %
25 - 26 104
30 - 30 ' 100
40 - 41 102
50 - 52 104
100 - 100 100
0 67 66 98,5
o 67 68 101,5
25 66 86 94,5
25 33 56 96,6
50 33 81 97,45
50 4 55 102
80 2 81 99
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w granicach od 5 do 100 pg/ml daje na wykresie linie prosta zgodnie
z prawem Lamberta-Beera. Stabilno$¢ barwy przy zastosowaniu proce-
dury proponowanej przez Kulke wynosi § godzin przy przechowy-
waniu prébek w temperaturze pokojowej w przy¢mionym $wietle,

Dokladno$¢ metody ilustruje tabela 1, ktora przedstawia wyniki ozna-
czen, dotyczacych roztwor6w o znanej zawartosci fruktozy (standardy),
probek spermy oraz probek uzyskanych przez dodanie okreslonej ilosci
fruktozy do prébki odbialczonego nasienia. W ostatniej rubryce podano
w procentach wykrytg ilo$¢ fruktozy w poréwnaniu z rzeczywis‘s za-
wartosécia w danej prébce. ' |

Metoda Kulki w zastosowaniu do oznaczen fruktozy w nasieniu
buhajow i trykéw zastuguje ze wszech miar na polecenie ze wzgledu
na prostote wykonania i duzg czutos¢ (w granicach od 10 do 100 g fruk-
tozy w probce). Nadaje sie ona takZe do oznaczania fruktozy w nasieniu
innych zwierzat, lecz po wprowadzeniu pewnych modyfikacji w zwigzku
z roznicami w zawartosci tego cukru w nasieniu poszczegédlnych
gatunkow.
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OIIPEJEJIEHUE ®PYKTO3BI B CEMEHM BEBIKOB 1 EAPAHOB
METOAOM P. KYJBKU

Peswome

Mertox P. KynbpKu oOIpefeseHMA KeT03 M KETONEHTO3 B KPOBM IIPMCIIOCOOJIEHO
K onpejeneHno (OPYyKToO3bl B ceMeHym ObIKOB M OapanoB. Ilocse ynpaneHua Oeska
n3 npob cemMeHu, cozepraHme (PPYKTOo3a ONpeAessercd Ha OCHOBE KoJiopmMeTpude-
CKOi1 Pe30pUMHOBOI peakuuu. Moaudukaums cocTaBa PeakKTMBOB M CaMOro Xojaa
aHam3a, BBeJeHHaA KyJabKoil npy NpMMEeHEHMM K CeMEHM 2KMBOTHBIX, JaeT XOopoluue
pe3yabTaTbl. MeTox XapakKTepuayeT 3HauMTeJbHas CTaOMJIBHOCTL IIO OTHOLUEHMUIO
K KonebaHMAM BpEMEHM M TEMIEepaTypbl OrpeBaHMA IIPU BbIABJEHMM OKPacCKM, |UTO
BAXETCA C yMEHBbUIEHMEM IIOrPELIHOCTM aHaam3a. MeTox MOXKHO TOXEe INPUMEHATDb
AN omnpeneseHnsa OPYKTO3bI B CEMEHM APYIMX IXKMBOTHBIX IIOCJE BBEIEeHUS COOT-
BETCTBYIOIUMX MOAMMUKALMIL, YYUTBHIBAOIIMX HE3HAUYMTEJbHOE KOJMYECTBO Ccaxapa
B CEMEeHM HEKOTOPHhIX OBbIKOB.
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K. Pater (Krakow)

FRUCTOSE DETERMINATION OF BULLS AND RAMS’' SEMEN BY R. KULKA
METHOD

Summary

R. G. Kulka method for ketoses and ketopentoses determination in blood has been
adapted for fructose determination of bulls and rams’ semen. After deproteinization
of semen samples the fructose content is determined by colorimetric resorcinal test.
The modification of reagents composition and of the course of analysis itself intro-
duced by Kulka, as applied to animal semen gives satisfactory results. The method is
characterized by a considerable stability with regard to the fluctuation of time and of
heating temperature when developing colour, which is connected with the reduction
of analysis error. The method may be also applied for fructose determination of se-
men in another animals after introducting adequate modifications considering small
amount of the mentioned sugar in sperm of certain species. '
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