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Sposéroéd wielu metod stuzgcych do oceny jakoSci nasienia okreslanie za-
warto$ci fruktozy i indeksu fruktolizy posiada bardzo istotne znaczenie.
Stezenie fruktozy jest, miedzy innymi, wskaznikiem aktywnosci hormo-
nalnej jader [13], a z drugiej strony zawarto$¢ fruktozy w nasieniu zbyt
duza lub zbyt mala wskazuje na pewne nieprawidlowosci w skladzie
chemicznym nasienia. Na przyklad Kastyak i Strzezek [10] wykazali,
prowadzac badania na nasieniu normalnym i patologicznym, ze tryki po-
siadaly w masieniu patologicznym prawie trzykrotnie nizszg ilo$¢ fruk-
tozy.

Zawartosé fruktozy w mnasieniu uzalezniona jest od szer’egu czynni-
-kéw, a miedzy innymi od: stezenia testosteronu [5], wielkosci gruczolow
dodatkowych [13], poziomu glikozy we krwi [13], stanu odzywiania zwie-
rzecia [12], czestoéci pobierania ejakulatéw [8], pory roku [8], tempera-
tury [6], wieku zwierzecia [9].

Ilo§é fruktozy w nasieniu wplywa na lepszg lub gorsza jego zdolnosé .
do zamrazania [17].

Oprécz okre§lenia zawartos$ci fruktozy w nasieniu, wazne jest rowniez
obliczenie indeksu fruktolizy, ktéry jest miernikiem szybko$ci przemia-
ny materii zachodzgcej w nasieniu, a tym samym wskaznikiem jego ja-
kosci [11]. | |

Jak wykazalo szereg autoréw [2, 3, 4, 7, 13], istnieje do$¢ znaczna
wspblzaleznosé miedzy indeksem fruktolizy a zdolno$cig zaplodniajgcg
nasienia. Hopwood i wsp. [7], prowadzac badania nad zaleznoscig miedzy
indeksem fruktolizy a ptodno$cig buhajow, stwierdzili wysoko istotng ko-
relacje (0,604 +0,084). Salisbury wykazal, ze wspé6lczynnik ten wynosi
0,62, natomiast Gassner 0,83 [cyt. za Eible — 4].
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Obecnie spotka¢ sie mozna z réznymi metodami okre$lania zawartosci
fruktozy, ktoére r6znig sie zastosowaniem odmiennych odczynnikéw che-
micznych, a takze réznymi stopniami rozcienczania nasienia. Mann [11]
na przyklad podaje, aby stosowaé¢ 0,1 ml nasienia, 1,9 ml wody destylo-
wanej oraz po 1 ml 0,1 n NaOH, 2% ZnSO, * 2H,0; Eible [4] — 0,1 ml
nasienia, 3,9 ml wody destylowanej i po 2 ml 0,4%0 NaOH i 2% ZnSO, *
- TH,0, zas Perez [14] — 0,1 ml nasienia, 2,9 ml wody destylowanej i po
0,5 ml 0,1 n NaOH i 5% ZnSO, + TH,0; Tulczynski [18] — 0,5 ml nasienia,
7,5 ml wody destylowanej i po 1 'ml 10%0 ZnSO, - TH,0O i 0,5 n NaOH.
Niektorzy autorzy proponujg rézne stezenia rezorcyny, na przyklad Mann
[11] — 0,1%0, a Kulka [15] — 0,05 procent. Jeszcze inne proporcje roz-
cienczen podaje Boryczko [1] przy zastosowaniu oznaczania fruktozy me-
todg szacunkowas.

W piSmiennictwie wyrazany jest réwniez poglad [15], Ze metoda
Manna, ze wzgledu na duzg wrazliwos¢ na wahania temperatury i czas
ogrzewania, cechuje sie znacznymi odchyleniami wynikéw, wobec czego
zwieksza sie procent bledu. Natomiast metoda Kulki uwazana jest za
bardziej obiektywng i dajagca minimum btedu.

Celem niniejszej pracy jest zatem przeprowadzenie badan poréwnaw-
czych nad okreslaniem zawartosci fruktozy w nasieniu trykéw przy za-
stosowaniu trzech metod: Manna, Kulki i Eibla, jak réwniez stwierdze-
nie, czy rozne stezenia rezorcyny i siarczanu cynku, a takze okresy prze-
chowywania préob wplywajg na ewentualne zmiany odczytéw koloryme-
trycznych w zawartosci fruktozy.

MATERIAL I METODYKA

Badania poréwnawcze okreslania zawartosci fruktozy prowadzono na
nasieniu trykéw rasy polskiej owcy dlugowelnistej, jak réwniez na czy-
stej fruktozie produkcji belgijskiej. Doswiadczenie podzielono na cztery
etapy. W pierwszym etapie porownywano trzy metody okreslania zawar-
tosci fruktozy wedlug — Manna [11], Kulki [15] i Eibla [4]. W drugim
etapie badano wplyw stezenia rezorcyny (0,1 i 0,05%0) na wyniki odczy-
tow kolorymetrycznych przy okreslaniu zawartosci fruktozy. W trzecim
etapie okres$lano wplyw roéznych stezen siarczanu cynku (2, 4, 6, 8
i 10%) na ksztaltowanie sie zawarto$ci fruktozy. W czwartym etapie
badano wplyw dlugosci przechowywania préb w temperaturze okoto 4°C
na zmiany odczytéw kolorymetrycznych przy okreslaniu zawartosci fruk-
tozy (bezposSrednio po wykonaniu analiz, a nastepnie po 12, 24, 36 i 48
godzinach). Badania niniejsze prowadzono na specjalnie sporzgdzonych
standardach fruktozy o réznych stezeniach (400, 200, 100, 50 mg?/o), jak
réwniez na nasieniu trykow.



OKRESLANIE FRUKTOZY W NASIENIU TRYKOW 75

Okreslanie zawartosci fruktozy prowadzono nastepujgco: mikropipeta
pobierano 0,1 ml nasienia (przy wszystkich metodach), ktére wlewano
do probéwek zawierajgcych wode destylowang w ilo$ci 1,9 ml (przy me-
todzie Manna i Kulki) oraz 3,9 ml — przy metodzie Eibla. Nastepnie
do kazdej probéwki dodawano 1 ml 2% siarczanu cynku i 1 ml 0,4%0
NaOH (przy metodzie Manna i Kulki) oraz po 2 ml tych odczynnikéw
przy metodzie Eibla. W tym stadium zawarto§¢ probéwek pozostawiano
przez calg noc w temperaturze okolo 4°C. Po czym mieszanine te ogrze-
wano przez okolo 2 min w lazni wodnej z gotujgca wodg i filtrowano
przez sgczek. Z przesgczu pobierano 2 ml klarownego roztworu. Do kaz-
dej préby dodawano 2 ml 0,1% roztworu rezorcyny i 6 ml HCl przy
metodzie Manna i Eibla, natomiast przy metodzie Kulki dodawano 3 ml
roztworu I (0,05%0 roztwor rezorcyny w ‘alkoholu absolutnym) i 3 ml
roztworu II (0,216 g siarczanu zelazowo-amonowego Trozpuszczonego
w litrze stezonego HCl o ciezarze wilasciwym 1,18). Po dodaniu tych
odczynnikow préby wstawiono do lazni wodnej o temp. 80-85°C celem
wywolania barwnej reakcji. Po 10 min préby oziebiano i prowadzono
odczyty kolorymetryczne na kolorymetrze Lange model VII przy zasto-
sowaniu filtru zielonego. Faktyczne wyniki zawartosci fruktozy okresla-
no z krzywej wzorcowej sporzagdzonej z roztworéw standardowych. Celem
obliczenia réznic miedzy poszczegélnymi metodami, jak réwniez przy
badaniu réznych stezen stosowanych odczynnikéw w poszczegdlnych eta-
pach doswiadczenia, obliczano. $rednie arytmetyczne, wspdéiczynniki
zmienno$ci i przeprowadzono analize wariancji wedtug Ruszczyca [16].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki przeprowadzonych badan nad okreS§laniem zawartosci fruk-
tozy metodg Manna, Kulki i Eibla przedstawiono w tabeli 1. Z danych
tych wynika, ze $rednia zawarto$¢ fruktozy okre§lana metodg Manna

Tabelal

Zmiany w odczytach zawartosci fruktozy okre$lanej réznymi metodami

Miary Stosowane metody
statystyczne Manna Kulki Eibla
n 30 30 30 |
x .
mg% 309,7 308,8 287,0
S +5,3 +5,3 +4,7
A"/

w % 1,711 1,72 1,63
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wynosi 309,7 mg%o; metoda Kulki 308,8 mg%, za$§ metods Eibla
287,0 mg'o. Jak widaé, zawartosé fruktozy w nasieniu trykéw okreslana
metodg Manna byla bardzo zblizona do zawarto$ci fruktozy okreslanej
metodg Kulki. Metoda Eibla dawala nieco obnizone wyniki. Srednie od-
chylenie standardowe przy metodach Manna i Kulki jest jednakowe
i wynosi *5,3, natomiast przy metodzie Eibla jest nieco nizsze i wy-
nosi *4,7. Przeprowadzona analiza wariancji nie wykazala statystycz-
nie istotnej roéznicy w zawartosci fruktozy okre$lanej tymi metodami.

Otrzymane wyniki w drugim etapie do$wiadczenia nad okreslaniem
zawartoSci fruktozy przy zastosowaniu réznych stezen rezorcyny przed-
stawiono w tabeli 2. Z. danych tych wynika, ze przy dodawaniu 0,1%0

Tabela 2

Zmiany w odczytach zawartosci fruktozy
w zalezno$ci od réznych st¢zerr rezorcyny

Miary - Stezenie rezorcyny |
statystyczne 0,19% 0,059%

n 50 50
X _

mg% 256 259
S +3,71 +3,68
\%
% 1,44 1,42

roztworu rezorcyny Srednia zawarto$é fruktozy wynosila 256 mg?%o, na-
tomiast przy 0,05%0 zawarto$¢ ta wynosita 259 mg®o. Jest to réznica
statystycznie nieistotna. W zwigzku z tym stosowanie roztworu 0,1%0
lub 0,05% nie wplywa w sposéb statystycznie istotny na wyniki odczy-
tow. Warto podkresli¢, ze przy analizie 50 prob w 19 wypadkach wyniki
byly mieco wyzsze przy zastosowaniu 0,05%0 roztworu w poréwnaniu
do 0,01%0 roztworu rezorcyny, a w 16 byly nizsze, natomiast w pozo-
stalych wypadkach byty jednakowe.

Wyniki dotyczgce trzeciego etapu doswiadczenia, w ktérym -okreslano
wplyw réznych stezen siarczanu cynku na zawartosé fruktozy, ilustruje
tabela 3. Z danych zawartych w niej widaé, ze $rednia zawartosé fruk-
tozy przy 2% roztworze siarczanu cynku wynosila 428 mg%; 4% —
425 mg®o; 8% — 424 mg®o, natomiast przy roztworze siarczanu cynku
6 i 10% byla nieco wyzsza i wynosila 437 i 443 mg%e. Roéznice fe sg
jednak statystycznie nieistotne.

W czwartym etapie do§wiadczenia przeprowadzono badania nad wply-
wem dlugosci przechowywania standardowych préb fruktozy o steze-
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Tabela 3
Zmiany w odczytagch zawartoéci fruktozy w zaleznoéci od réznych stezen siarczanu
cynku
Miary Stezenia siarczanu cynku
statystyczne 2% 4% 6% 8% 109,
n 56 ' 56 56 56 56
X
mg% 428 425 437 424 443
S +4,92 +5,21 44,70 +5,24 + 4,57
\%
w % 1,14 1,22 1,07 1,21 1,03

niach 400, 200, 100 i 50 mg®o na odczyty zawarto$ci fruktozy przy za-
stosowaniu metody Manna i Kulki (tab. 4 i 5).

Z danych przedstawionych w tabeli 4 wynika, ze przy stosowaniu
metody Manna w prdébach zawierdajgcych 400 mg%o fruktozy roéznica
w odczytach w ciggu 48 godz przechowywania w temperaturze okolo
4°C wynosila 7 jednostek (za jednostke przyjeto umownie jedng kreske
wychylenia strzalki na podzialce galwanometru—kolorymetru), co w prze-
liczeniu z krzywej standardowej wynosi 70 mg®o fruktozy. Taka sama
réznica w jednostkach wystepowala przy badaniu préb zawierajacych
200 mg®o fruktozy, lecz w przeliczeniu dawalo to obnizenie odczytu za-
wartosci fruktozy o 24 mg®e. Natomiast przy zawartoéci fruktozy w pro-
bach 100 i 50 mg%bo réznica ta wynosila 4 jednostki, co w przeliczeniu
dawalo obnizenié wynik6w odczytéw zawartosci fruktozy o 24 i 16 mg%b.
| Przy badaniu metodg Kulki (tab. 5) nie stwierdzono zasadniczych .
zmian w odczytach zawartosci fruktozy w czasie 48 godz przechowywania
w temperaturze okolo 4°C, zaobserwowano nawet pewien wzrost wy-
noszgcy jedng jednostke przy zawartosci 400, 200 i 100 mg%o fruktozy,
co w przeliczeniu na faktyczng zawarto$é fruktozy wynosi 10, 8 i 4 mg%o,
natomiast przy zawarto$ci fruktozy w proébie wynoszgcej 50 mgPo za-
obserwowano minimalne obnizenie odczytu o jedng jednostke, co w prze-
liczeniu na faktyczng zawarto$é fruktozy wymosi 4 mg%e. Wspélczynniki
zmiennos$ci wzrastaly w miare obnizania sie stezenia fruktozy w probie,
tak przy okres$laniu metodg Manna, jak rowniez Kulki. Wyniki dotyczgce
zmian w odczytach zawartosci fruktozy w nasieniu trykéw w czasie
48 godz przechowywania préb przy temp. okoto 4°C przedstawiono w ta-
beli 6.

Z danych tych wynika, ze przy zastosowaniu metody Manna ‘obser-
wuje sie powolny spadek w odczytach zawarto$ci fruktozy, ktéry po

-~
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48 godz wynosi 60 mg®o, zas przy metodzie Kulki nastepuje pewien
ich wzrost wynoszacy 12 mg®. Bardzo charakterystycznym zjawiskiem
jest fakt, ze przy stosowaniu metody Kulki w odczytach zawartosci fruk-
tozy w czasie przechowywania 12 i 24 godz mastepuje wigkszy ich wzrost
w pordéwnaniu do proby poczgtkowej (0) niz przy odczytach prowadzo-
nych po 36 i 48 godz przechowywania.

Nalezy podkresli¢, ze zmiany zachodzgce w odczytach zawartosci fruk-
tozy przy przechowywaniu prob w czasie 48 godz i okreslaniu metodg
Manna i Kulki byly prawie identyczne tak przy stosowaniu préb stan-
dardowych fruktozy, jak i przy uzyciu nasienia.

Reasumujgc powyzsze badania mozna stwierdzi¢, ze okres$lanie za-
wartosci fruktozy metodami podanymi przez Manna, Kulke i Eibla daje
bardzo zblizone wyniki, a powstajgce roznice sg statystycznie nieistotne.
Przy prowadzeniu odczytéw kolorymetrycznych po 24 czy tez po 48 godz
od momentu wykonania préb lepiej jest stosowaé metode Kulki, gdyz
nie wplywa ona na zmiany odczytow w zawartosci fruktozy, co obser-
wuje sie przy uzyciu metody Manna. Uzycie roztworu rezorcyny 0,05%0
lub 0,1%0 oraz roéznych stezen siarczanu cynku (2, 4, 6, 8, 10%0) nie po-
woduje istotnych zmian w odczytach zawartosci fruktozy.
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Jlecaas Kacrviax, Anna Kocsauescxa
|

CPABHUTEJBHBIE UCCIEIOBAHUA HAJL OIIPEJEJEHMEM
PASHBEIMY METOIJAMU COIEP2XKAHWUSA PPYKTO3BI B CEMEHUM BAPAHOB

Pe3swmMme

B pabore chpenaHo CpaBHUTEJbHbIE MCCJEAOBAHMSA HaJA TPeMs OCHOBHBIMM METO-
IaMy omnpefieJleHMsl coaepiRaHmsa GpykTo3bl: Maununa, Kyasku m Eubnsa, kak Toxe
M3YYEHO, BJAMAIOT JM pPa3Hble KOHIEHTPaLMy pPe30PLUMH M cyabdara OMHKA a TakKmxke
NepuoRbl KOHCEPBMPOBaHMUA NPOO0 Ha M3MEHEHUS KOJOPMMETPMUMYECKUX OTCUYETOB CO-
IepxaHUA PPYKTO3bI.

ITony4yeHHBbIe pe3yJbTaThbl JOKAa3bIBAKOT, YTO:

1) omnpemenenme copepzxxaHuAa PpPyKTo3bl MetonaoM ManHa u KyJnbKyu naér odYeHb
IIOXOXKMe pe3yJbTaThbl, B MECTO 3TOro Ipy MeTone OubISA ABJIAIOTCA OHM HEMHOrO
MEHBILVIMU,

2) ynorpebaenme pactsopa 0,05% wuam 0,1% pe3opLMHBI He BBLI3LIBAET Cyle-
CTBEHHBIX M3MEHEHUI B OTCUETAX COAEpPIKaAHUA (DPVKTO3DI,

3) pa3Hble KOHIIEHTpalLuM cyabdara umHKa (2, 4, 6, 8 u 10%) He BAMAIOT Ha
U3MEHEHMA OTCYETOB COAEPIKaAHMA (DPYKTO3BI,

4) npu npumeHeHuu meroga KyJabKu Bpemsa xpaHeHm; npob go 48 yacos B TeMII.
0K0J10 4°I] He BIUAET NPUHIMIIMAJILHO HA U3MEHEHMA OTCYETOB B COAEpPIRKaHUU (DPYK-
TO3bl. BMecTo TOro npm Merone MaHHa yKa3aHO HEKOTOPOE CHUIKEHMe B KOJOpUMe-
TPUYIECKMX OTCYETAX (PPYKTO3bI BO BPEMSA XPaHEeHMs Npoo.

Lestaw Kastyak, Anna Kosmaczewska

COMPARATIVE STUDIES ON THE DIFFERENT METHODS
OF FRUCTOSE CONTENT ESTIMATION IN THE SEMEN OF RAMS

Summary

Comparative investigations on three basic methods Mann, Kulka and Eibel, on
the estimation of fructose content were carried out in this paper, as well as the
problem of the influence of different rezorcine and ZnSO,-TH,O concentrations
and periods of sample preservation on changes in colorymetric readings of fructose
content.

The obtained results showed that:

1) determination of fructose content following Mann and Kulka methods gave
very similar results, whereas by Eibel method they were somewhat lower,

2) the use of 0.05% or 0.1%% rezorcine solution did not cause significant chan-
ges in fructose content readings,

3) different ZnSO, - TH,O concentrations (2, 4, 6, 8 and 10%) have no influence
on colorimetric readings of fructose content,
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4) applying Kulka’s method the time of sample preservation upto 48 hours
in temperature about 4°C has no significant influence on changes in readings of
fructose content. Whereas following Mann’s method a certain decrease in colori-
metric readings of fructose during sample preservation was found.
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