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BEZPOSREDNIE OZNACZENIE FOSFORU
W ZWIAZKACH LIPIDOWYCH HEMOLIMFY I SUROWICY RAKOW

W hemolimfie 1 surowicy dwu gatunkdéw rakéw Astacue lepto-
dactylus i Orconectes limosus 0znaczono zawartosc fosforu
lipidowego, wykorzystujac w tym celu bezpoérednia metode Ra-
heja orez metode Bartletta, W postepowaniu analitycznym obu
metod wprowadzono zmiany, ktdre uprosécily tok oznaczenia. Ga-
tunek rodzimy Astacus leptodactylus charskteryzowal sig zna=-
cznie wyzszg zawartodclg (ok. 5x) fosforu lipidowego,

WatQE

Ogreniczenie wielkoéci badanych préb do mikroilodei jJjest o=
becnie powszechng zesads nowych opracowah analitycznych., Dotyczy
to w szczegélnoéci trudno dostepnego materialu biologicznego, Tym
samym proponowane rozwigzanisa analityczne musi charakteryzowac
zwigkszona czulo(é i precyzjs. Do dyspozycji memy obecnie rézne
metody, w ktérych 1loé¢ materislu do oznaczeh nile przekracza
0,05 ml p2ynu czy kilku mikrogreméw osadu [2, 3, 5, 6, 8, 9]. W
pracy niniejszej uzyto dwéch metod do oznaczania fosforu lipi~
dowego w hemolimfie 1 surowicy rakéw, Metode Raheja [7] pozwa-
lajace na bezpodrednie oznaczenie fosforu, =z pominigciem minera-
lizaeji,natorinlu organicznego, poréwnano 2z powszechnie uZywang
do oznaczeh fosforu nieorganicznego metodg B a r t 1 o t t o [1]

W obu przypadkach w stosunku do orygipolnogo_jpnqsepowangg
wprowadzone zostaly niewielkie zmiany, co usprawnialo i» zwieke
szyo czuloéé ozneczenis, S i ' G
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Materiat i metody

Analizie poddano hemolimfe 4 surowice dwu gatunkéw rakdéw: A-
stacus leptodactylus i Orconectes limosus., Zwigzki 1lipidowe
ekstrahowano ne gorocd za pomoce mieszaniny chloroform=metanol
2 11 [4]. W tym celu do probdwki zawierajacej 3 ml mieszaniny
ekstrakcyjnej dodawano 0,05 1lub 0,1 ml hemolimfy. Roztwér w
probéwce ogrzewano do wrzenia na taZni wodnej. Energiczne mie-
szanie zepobiega przegrzaniu cieczy, Ciecz po odwiroweniu  roz=
dzielono w réwnych ilosciach do kolbki Kjeldahla (metoda Bart-
letts) orez do probéwki (metoda Raheja). Ekstraskcje powtérzono,
a w polaczenych roztworach po odparowaniu do sucha oznaczono za-
wartoéé fosforu, -

Surowice otrzymywano przez wykrzepienie hemolimfy 4 odwiro=-
wanie skrzepu,

8. Metoda Bartletta

Warunkiem uzyskania powtarzalnych wynikéw = jest utrzymanie
odpowiedniej kwasowoéci w momencie redukcji czterotréjmolibde-
nianofosforanu amonu do biekitu molibdenowego. W naszym poste-
powianiu zaréwno do minerslizacji jak i uzyskania odpowiedniej
kwasowoéci uzywano tylko 5 M H2804. Stosowang ponadto wskaZnik
penitrofenol, o cetoéé prébki zmniejszono do objetoéci 5 ml,

Do kolbki Kjeldahla zawierajacej badang prébge dodewano 1,8
ml 5 M stoa i na Yeini piaskowej przez 3 h prowadzono minerali-
zscje. Kontynuowano spalanie przez 1,5 h po dodeniu 5 kropli
H,0,. Po ostudzeniu do kolbki wprowadzono krople p-nitrofenolu,
a prébe zobojetnione st¢zonym amoniskiem do pojewienis si¢ lek-
ko #éitego zabarwienia. Nastepnie dodawano 0,5 ml 5 M H,S0, oraz
0,2 ml 5% molibdenianu emonu 4 0,2 ml eikonogenu (odeczynnik Fi-
ske-Subbarowa), Calos¢ uzupelniono wodg do 5 ml, Wywolanie bar-
-wy niebleskiej nastgpowslo w trakcie gotowania na laini uodnoj
przez 10 min, Wartosci sbsorbancji odezytyw-no na opoktrofotona- r
trze Pye=Unicem przy 690 nm,

Przygotowanie eikonogenu: 12 g Nazszos (pirosiarczyn sodu),
0,25 g eikonogenu (C, HgNN80,S.23 H,0), 1,2 g Na,SO, (siarczyn
sodu), uzupelni¢ do 100 ml wodg destylowang.
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b, Metode Rshejs

W metodzie Raheja oznaczenie fosforu w zwigzkach lipidowych
nestepuje bezpodrednio 2z pominigciem etapu ich mineralizacji. Re-
agujec z odczynnikton kompleksujacym fosfor tworzy polgczenie
barwne, ktérego.natgzenie mierzymy przy 710 nm. Réwniez w tej
metodzie zmniejszono objgtosc prébki (2,5 ml),

Do probéwkl zswierajgcej osad zwigzkéw lipidowych dodaje sip
0,4 ml chloroformu o 0,1 ml odczynnika kompleksujacego D, Réw=
nolegle nelezy sporzgdzi¢ prébe kontrolng (0,4 ml chloroformu  +
0,1 wml odezynnike kompleksujecego). Probdwki nestepnie umiesz~
cza 81¢ we wrzqcej lsini wodnej na okres 1-1,5 min. Po ostudze~
niu prébe uzupeinia ei¢ do 2,5 ml chloroformem, agodnie micsze=
Jac.

Po rozdzieleniu faz nalezy ostroZnie $ciagne¢ warstwe chloro=
formowy pipetkg 1 w razie koniecznodci odwirowaé, Odczytad war-
todé absorbancjii przy 710 nm wobec préby kontrolnej.

Odczynnik kompleksujacy D

Sporzgdzenie odczynnika kompleksujgcego nelezy dokonaé w o=
pisane] nitej kolejnodci. Odczynnik ten jest trwely przez 3 mie=
e1ace przy przechowywaniu w temp, 5°C w ciemnej butelce.

Roztwér A ~ rozpudci¢ 2 g wmolibdenianu amonu w 15 =l H,0
dest, ‘ '

Roztwér B = mieszeé przez 30 min, 5 ml stg2onego kwasu solne=
go z 1,25 ml rteci 1 10 ml roztworu A, @ nastepnie przesgczyc,

Roztwér C = do pozostalych 5 ml roztworu A dodaé ostroznie 25
el stozonego H,SO, 1 polaczyé z roztworem B, :

Roztwér D = do 22,5 ml metanolu doda¢ 2,5 ml chloroformu, 10
ml HO 1 12,5 ml roztworu C, Ofrzymujemy w ten sposéb barwny od-
czynnik kompleksujgcy.

Wykonanie krzywej wzorcowej

Krzywg wzorcows w zeskresie 0,8-10 ug P w prébie sporzgdzono
z roztworu wzorcowego fosfetydylocholiny (Sigma), Do wykresle=
nia krzywej =z co "najmniej 4 odpowiednich stezen P Wy
korzystano metode nejmniejszych kwadratéw (rys, 1),
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Rys. 1. Krzywa wzorcowa do oznaczeania fosforu
a) metoda Rasheja; b) metody Bartletts

Celibration curves for phosphorus determination
8) the method of Rahej: b) the method of Bartlett

‘wzntkl i dyskusja

. W.przypadku obydwu metod istniala wyloko korolacJo' pomigdzy
uzytymi stozenismi & wartodciemi absorbencji (rys, 1), Jedno=-
czednie stwierdzono, 2Ze w stosowanych worunkoch,f tj. przy réz-
nych kohcowych objetodciach roztworu, za pomoca wetody Raheaja
mozliwe jest oznaczenie okoto dwukrotnie mniejezey ilodci fosfo=
ru w prébce. (Niepowodzeniem zqkodczyly.tiq préby prowadzgce  do
analogicznego zmniejszenia koficowe] 6bjetodc1 roztworu w metodzie
Bertletts, tj. do 2,5 ml),
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Taheloa 1

Zawartoéc fosforu lipidowego w hemolimfie
i surowicy Orconectes limosus

The content of lipid phosphorus
in Orconectes limosus hamolymph and serum

Hemolimfa Surowics
Pleé Osobnik (mg/100 ml) (mg/100 ml)
' metody
Raheja | Bartletts Raheja |Bartlette
1 2:90 | 3,00 1,40 1,80
2 2,96 2,90 1,82 1,80
d 3 1, | 1,90 0,64 0,70
4 1,92 1,90 0.72 | 0,7
2 2,15%0,61| 2,43%0,61 | 1,15%,56|1,25%0,64
w 285 25% 49% 51%
1 1,20 1,40 0,94 0,80
2 0,86 0,70 0,59 0,50
Q 3 1,48 2,80 " | 1,9 1,20
4 1,90 1,90 1,26 | 1,20
%< 1,36%0,44| 1,38%0,50 | 1,03%0,33/0,93%0,34
W 32% 26% B o 37

Ilosé préby (0,05 lub 0,1 ml hemolimfy 4 surowicy) brana do
wykonanie oznaczenia okazale 8i¢ calkowicie wyatorczu]qea w orzy-
podku obu metod. ‘

Tabels 1 prezentuje dano dotyczqco pojodynczych osobnikéw, u
ktérych oznaczono zawarto$é fosforu w hemolimfie 4 surowicy Or=
conectes limosus, réwnolegle metody Raheja { metods  Bartletta.
(Wartodci érednie =z 3 réwnolegiych oznaczed), Wysoks  wsrtodé
wepdlozynnika zmiennoéci (W) uwarunkowena Jest duzg zmiennoscig
osobnicza, -

Poréwnanie otrzymanych wynikéw za pomoca testu F wykazalo, 2e
obie metody sg jednakowo odtwarzalne.

Takie samo poctepoyanio zastosowano dla osobnikéw =z getunku
Astacus leptedactylus, a uzysksne wartodci zamieszczono w tab, 2.

Na podkrcélonlo zestuguje fakt, ze gatunek Orconectas limo=-
sus charakteryzuje si¢ niskimi nartoéctam& fosforu lipidowege w
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Tabela 2

Zawartodé fosforu lipidowego w hemolimfie
i surowicy Astacus leptodactylus

Thie: content of lipid phosphorus
in Astacus leptodactylus henolymph and serum

(Homoltnf:) ( Surggtc;)
TR LT et R

Raheja Bartletts | Raheja |[Bartletts
' na?y 5 >
S xts | 11,34%5,17/11,5623,60|8,68%1,218,50%0,92
; w . 46% 31% 14% 11%
! n =4
17y s 8,05%1,14| 8,70%0,96| 6,0721,04|6,68%1,52
; W 14% 11% 17% 23%

hemolimfie 4 surowicy w pordwnaniu z Astacus leptodsctylus, Zjewi-
oko to zeobserwowano w przypadku obu pici. Obecnoéé tek  znecze
nych rdznic miedzy obu gatunkami jest niezrozumiala, Byé moze ma
to zwizzek Ze sposobem odzywisnia tych zwierzgt, Gatunek Orcone=
ctes limosus byt znacznie diuzej przatrzyuywany w warunkach stre=
ssowych (godzenie),

Z uzyskanych danych wynika, ze obie metody moga byc stosowa=
ne przy oznaczaniu fosforu organicznego. Ze wzgledu jednak ne
fakt, %e metoda Rsheje jozwals unikngé czesochionnego 1 klbpo-
tlivego procesu miperalizacji prébek, jest ona w tym wypadku bar=
dziel uzyteczna i godna zalecenie.
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R. Gondko, M, Adsmska, Z, Helszer, A. Zgirski

DIRECT DETERMINATION OF PHOSPHORUS IN LIPID COMPOUNDS
: OF CRAYFISH HEMOLYMPH AND SERUM

The content of lipid phosphorus was determined in the hemno~
lymph and serum of two crayfish epecies; Astacus leptodactylus
end Orconectes limosus, Two methods of estimation were employed
in parallel: the mathod of Raheja enobling direct determination of
phosphorus without minerslization and the wmethod of Bartlett
for determination of inorganic phosphorus. Slight modificetions
were introduced into both procedures, enhancing reproducibility
and."indiroctl{. sensitivity,

Orconectes limosus was found to have & much lower content of
lipid phosphorus. than Astacus leptodactylus, both in  hemolymph
(2,15 vs 11,34 mg¥%) and in serum (1,15 ve, 8,68 mg%).



