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POVODNE OZNAMENIA

POZNAMKA K URCOVANIU TOTALNYCH FOSFOLIPIDQV*

T.R.NIEDERLAND, R.J. DZURIK, P. K. KOVACS, J. MACHOVA-KARFIKOVA

Ustav pre vieobecnt a klinicka biochémiu Lekéarskej fakulty Univerzity Komenského
v Bratislave

Fosfolipidy v precistenom extrakte mézeme zistovat viacerymi sp6sobmi,
ktoré sme rozviedli v predchadzajiucej praci [1]. Tu sme dosli aj k zdveru, %e
pre zistovanie fosfolipidov najlepsie sa hodia metédy zaloZzené na stanoveni
mnozstva fosforu.

Fosfor moézeme zistovat viacerymi spésobmi. Z velkého mnoZstva metod
v literatire najopodstatnej$imi sa ndm ukéazali tieto met6dy:

1. metéda C. H. Fiskeho a Y. Subbarowa [2] v modifikdcii C. P.
Stewarta a E. B. Hendryho [3],

2. metéda O. H. Lowryho a spolupracovnikov [4],
3. metéda R. D. Bella a F A. Doisyho [5] v modifikdeii V. Jirgla [6],

4. metéda R. H. Tausskej a E. Shorra [7]. Tato metoda sa hodi len pre
uréovanie anorganickych soli kyseliny fosforeénej. Vyskasali sme ju jednak
v origindlnej Gprave, jednak sme sa ju pokusili upravit aj pre uréenie lipidickej
kyseliny fosforeénej tipravou pH prostredia.

Metéda

S uvedenymi metoédami sme pracovali podla névodov autorov. Metédu Lowryho
a spolupracovnikov sme nepouZili v mikromodifikécii, ale v makromodifikacii. Tuto
moZ¥nost uvadzaju aj autori pri prisnom zachovani vSetkych vzédjomnych pomerov
reagencii.

Vysledky sme odé&itali na Langeho fotometri M-IV, ktorého citlivost sme zvysili pri-
pojenym zrkadlovym galvanometrom. PouZili sme-filter 625 mu.

Vyhodnocovali sme:

1. rozptyl metodiky, ktory sme vyjadrili smerodajnou odchylkou;

2. percento spdt ziskanej kyseliny fosforeénej. Upustili sme od pridédvania lecitinu, pretoze
ani najéistejSie dnes izolovatelné lecitinové prepardcie ziskané chromatograficky nie s
homogénne a nezodpovedaju teda stechiometrickym pomerom [8]. Okrem toho aj pridé-
vanie licitinu je urditym zjednoduSenim;

3. jednotlivé metédy sme porovnali na tom istom extrakte. V tomto pripade sme porov-
ndvali aj mstédu urdovania fosfolipidov stanovenim ich mastnych kyselin [9]. Mastné
kyseliny sme zistovali metédou E. Kaiserovej a B.M. Kagana [10];

* Prednesené na I. celost4tnom pracovnom sjazde lekdrskych chemikov v Plzni v méji
1955.
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4, vztah privastku extinkcie ku zmene koncentricie kyseliny fosforeénej. Je vyhodné
pouZit toto kritérium pri kolorimetrickych metédach. V niektorych pripadoch je sice
obmedzované potrebami praxe, ktord vyZaduje SirSie pracovné rozpitie metédy. Pri
vyS8etrovani fosfolipidov stadi vSak aj uzsi koncentraény rozsah pouZitia ndet6d, a preto
toto kritérium moZno pouZit.

Vysledky
Ziskané vysledky st zhrnuté v tab. 1.
Tabulka 1
I II III v
% Vo
% spét “Q
etéda M o 0y _ | vztahu
merec n| v oy | v p |n|Zskanél ) % fos | ySte. | E/10y
fosforu | fosforu T p wart-
Hendr.
Stewart-
Hendry 10 13,5 0,226 15| 100,5 5 2,80 100 0,31
Jirgl 10 12,8 0,306 | 15 102,0 | 5 2,83 101 0,10
Lowry a spol. | 9 19,1 0,215 | 14 98,0 | 5 2,90 104 0,37
Taussky a
a Shorr
(orig.) 9 9,7 0,156 | —| — — - — 0,11
Taussky
a Shorr
(upravené) 8 13,1 0,452 | — — — — — —
Kaiser-Kagan | —| — — — — 5 2,49 89 =

n = pocet élenov

M = aritmeticky priemer

o = smerodajné odchylka

9% fosfolipidov je prepo¢itané nédsobenim hodnoty fosforu koeficientom 25

1. Rozptyl metodik: Vysledky uvadzame v I. stipci tabulky. Najvyhodnejsou
sa ndm ukézala metéda R. H. Tausskej a E. Shorra. Metéda O. H. Lowryho
a spolupracovnikov a metéda E. 'B. Hendryho a C. P. Stewarta st asi rovno-
cenné. Ostatné metédy st horsie. Metéda R. H. Tausskej a E. Shorra je sice
najvyhodnejsia pre stanovenie anorganickych soli kyseliny fosforeénej, nehodi
sa vSak na urdenie lipidickej kyseliny fosforeénej, pretoze silne kysla reakcia
prostredia, potrebné pre spalovanie vzorky, rusi vznik farebnej reakcie. Preto
sme sa pokusili vzhladom na maly pracovny rozptyl upravit reakeciu prostredia
neutralizaciou alebo tlmenim octanom sodnym. Ako z tabulky vidiet, takto
upravend metéda mé zle reprodukovatelné vysledky. V dalom sme od jej
vyhodnotenia upustili.

2. Percento spit ziskanej kyseliny fosforeénej: Vysledky zachycuje II. stipec
tabulky. NajvyhodnejSou sa ukizala metéda C. P. Stewarta a E. B. Hendryho.
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3. Vydetrenie toho istého extraktu: Vysledky st zhrnuté v III. stipci tabulky.
(11 9% niZsie v porovnani s metédou C. P. Stewarta a E. B. Hendryho). Tieto
vysledky ziskané na peéeni kralika st velmi blizke vysledkom Artomovym
a Fishmanovym [11], ktori na ich zdklade postavili poziadavku nového
prepoéitavacieho koeficienta. Ostatné metédy davali vyssie vysledky, o mozno
vysvetlit vplyvom inych latok. Je zname, Ze pri tychto metédach st pre vznik
nespecifickych a rusivych farebnych reakeif vicsie predpoklady ako pri metéde
Stewartovej a Hendryho [1, 12, 2].

4. Porovnanie vztahu AE|A[P]: Vysledky poddvame v IV. stlpci tabulky.
Najvyhodnej$ou sa javi metéda Lowryho a spolupracovnikov. Jej velmi blizka
je metéda Stewartova a Hendryho.

Stthrn

1. Porovnali sme met6dy stanovenia totalnych fosfolipidov, ktoré na za-
klade teoretickych odévodneni a vysledkov rozliénych autorov sa ukézali
najspolahlivej$imi.

2. Na zdklade pouZitych kritérii za najvhodnej$iu zo skimanych metéd
na vySetrovanie totalnych fosfolipidov v tkanivach povazujeme metédu C. H.
Fiskeho a Y. Subbarowa v modifikacii C. P. Stewarta a E. B. Hendryho.

3. Pre vysSetrenie soli kyseliny fosforeénej vyhodnejsia je metéda R. H.
Tausskej a E. Shorra.

4. Pri stanoveni fosfolipidov v peceni kralika metédou zaloZenou na uréeni
mnoZstva mastnych kyselin dostali sme o 11 9, niz§ie vysledky nez pri ich
stanoveni metédou zaloZenou na uréeni mnozstva fosforu. Toto nase zistenie
je v sthlase so zisteniami C. Artoma a V. H. Fishmana, ziskanymi na pedeni
krysy, a tieto ich zistenia dopliiuje.

Dakujeme E. Pappovej za technickd spoluprdcu.

3AMETKA K OIPEIOEJIEHHIO OBLIHUX ®OCPOJIMITMIOB

T. P. HUEOEPJIAHJ, P. 4. O3YPHK, II. K. KOBAY, . MAXOBA-KAP®HKOBA

HuctHTyT Ofweit n KaAHHWYecKoil GHOXMMHH MeIHUMHCKOTO QaKyJbTeTa YHHBepCHTeTa
umenn Komekckoro B Bparuciase

Brisoas

Mgl cpaBHHBaJN MeTOnbI ONpexeseHHs oOu(HX ¢ochoNHNHAOB, KOTOPhle Ha OCHOBAHHH
TeOpeTHYecKHX OGOCHOBaHHMil M pe3y/bTaTOB Pa3HbIX aBTOPOB OKa3aJHCh JOCTOBEPHBEIMH.
2. Ha ocHOBaHHM NpPHMEHEHHbIX KPHTEpHH NoJiaraeM M3 HCMBITAHHBIX METOJOB 3a CaMbIf
NOAXOmAUE AJsT HCClefOBaHMsi OOGWHX GocOMHNHAOB B TKaHAX Meton P HcCKoOTro
H Cy66apoBa, B mogupukauud CteBaprta v XeH I DH.



Urtovanie fosfolipidov 313

3. Ina uccnenosanust coyeil ¢pocdopHON KHCJIOTH 60Jiee BHIFOAHBIMH MeTOLAaMIl SIBJSIOTCS
metoasl Taycckoit u Hloppa.

4. Tlpu cpaBHEHHH METOJOB HCCJe/0BaHHs (HoCHONHNHIOB, ONpefeseHHEM KOJHYeCTB4
@octhopa H onpeneseHIleM KOJIHUECTBA JKHPHLIX KHCJOT, Mbl NOJYYHJIH pe3yJbTaTel Ha 11 %
HHZKe, NMPU HCCJIAeAOBAHHH MeYeHH KPOJMKA, YTO SIBJASETCS COrJIaCOBAHHBIM C pe3yJbTaTaMH
Aptpoma u QHUIMAHA I CAYXHT AONOJHEHHEM HX Pe3yJbTAaTOB, MOJNYYEHHBIX NMPH HCCJiefo-
BaHII MeYeHH KPBHIC.

IToctynumo B pemakuuio 21. X. 1955 r.

BEMERKUNG ZUR BESTIMMUNG DER TOTALEN
PHOSPHOLIPIDE

T. R. NIEDERLAND, R. J. DZURIK, P. K. KOVACS, J. MACHOVA-KARFIKOVA

Institut fiir allgemeine und klinische Biochemie der Medizinischen Fakultdt an der
Komensky-Universitdt in Bratislava

Zusammenfassung

1. Die Autoren verglichen die Methoden der Bastimmung der totalen Phospholipide,
welchesich auf der Grundlage theoretischer B griindungen und Ergebnissen verschiedener
Autoren als am verliisslichsten zu sein gezeigt haben.

2. Auf der Basis der beniitzten Kriterien aus den gepriiften Methoden betrachten die
Autoren als vorteilhafteste Methode zur Untersuchung der totalen Phospholipide in
Geweben die Methode von Fiske und Subbarow, u. zw. in der Modifikation von
Stewart und Hendry.

3. Fur die Untersuchung von Salzen der Phosphorsdure ist die vorteilhafteste in
dieser Methodik die Methode von Taussky und Shorr.

4. Durch Vergleich der Methoden der Feststellung von Phospholipiden durch Bestim-
mung der Phosphormenge und durch Bestimmung der Menge an Fettsiduren erhielten
die Autoren durch die Methode iiber die Fettsiuren um 11 9%, niedrigere Ergebnisse,
u. zw. bei ihrer Untersuchung in der Kaninchenleber, was in Ubereinstimmun g mit den
Befunden von Artom und Fishman steht, die sie in der Rattenleber gewonnen haben,
wobei diese Befunde durch die Arbeiten der Autoren ihre Ergiénzung gefunden haben.

In die Redaktion eingelangt den 21. X. 1955
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