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Hemolymph Solutes in a Spider, Cupiennius salei 
Summary. Cell-free hemolymph of females of the spider, Cupiennius salei 

Keyserling, has been analyzed for its main inorganic and organic constituents. 
1. The hemolymph pit  is in the range 8.1--8.3, as measured in vivo by a 

micro glass electrode and in vitro by indicator paper. Total dry matter amounts 
to 76.9 mg/ml, 21.5 mg/ml of which can be extracted by an alcohol/ether mixture. 

2. Quantitative analyses are summarized in Table 1. The sum of all components 
is slightly higher than total dry matter. Separate determinations of nitrogen and 
phosphate fractions are in good agreement with the sum totals. Soluble phos- 
phate is entirely inorganic. 

3. The major solute is protein (48 mg/ml), which at least partly consists of 
hemocyanin as judged from absorption spectra. The main blood sugar of Cupiennius 
is glucose, but two more components have been detected by thin layer chromate- 
graphy. 

4. The hemolymph composition of Cupiennius is of the same type as that of 
the scorpion, Heterometrus, of Zimulus, and of Crustacea. 

Uber  die H/~molymphe der Arachniden ist - -  im Gegensatz zu der- 
jenigen anderer  Ar thropoden - -  bisher kaum gearbeitet  worden. Die 
vorliegenden Untersuchungen beschreiben haupts/~chlich die H/~mo- 
lymphezellen (Millot, 1926) oder befassen sich - -  z.T. aus systematischen 
G r / i n d e n -  nur  mit  der Proteinfrakt ion (Boyd, 1937; Rabaey  und 
Verriest, 1957- -58 ;  1V[cCrone, 1967). Die einzige ausf/ihrliche, uns be- 
kannte  chemische Untersucbung behandelt  die Zusammensetzung der 
H/~molymphe des Skorpions Heterometrus ]ulvipes (Padmanabhanaidu ,  
1966a). SchlieBlich ha t  l~athmeyer (1965) eine RingerlSsung auf der 
Basis des Ionengehaltes im Blut  yon  Eurypelma hentzi Girard angegeben. 
Eine Gesamtanalyse der t t /s einer Spinne seheint jedoeh zu 
fehlen. 

I n  der vorliegenden Arbeit  sollen die wiehtigsten Stoffgruppen der 
zellfreien Spinnenh/~molymphe quant i ta t iv  erfaBt, ihre Bilanz aufgestellt 
und  eine n/~here Charakterisierung begonnen werden. Die yon  uns unter- 
suchte Art,  Cupiennius salei Keyserling, wurde seit vielen Jahren  am 

* Wir danken Herrn Prof. H. Autrum fiir die F6rdertmg der Arbeit, Herra 
W. Kuschinsky for seine Hilfe bei den Kaliumbestimmungen und der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir ihre Leihgaben. 
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I n s t i t u t  geziichtet (Melchers, 1963). Sie ist wegen ihrer KSrpergrSl3e u n d  
der MSglichkeit, sie un te r  kontrol l ier ten Bedingungen  zu hal ten,  fiir 
biochemische Un te r suchungen  besonders geeignet. Allerdings s t and  uns  
nur  eine beschri~nkte Zahl  yon  Tieren zur Vefffigung. 

Material und  Methoden 

Chemikalien 
A1]e verwendeten Reagenzien waren yon p.a. Qualit~t. Zur Herstellung yon 

Cu- bzw. Ca-StandardlSsungen wurden Merck Ti~risol Nr. 9936/0001 und Nr. 9976/ 
0001 verwendet. Die iibrigen StandardlSsungen wurden aus bis zur Gewichts- 
konstanz getrockneten Eichsubstanzen hergestellt. 

Tiere 
Die Tiere wurden nach den Angaben yon Melchers (1963) gehalten und je nach 

ihrer GrSBe mit verschiedenen JDrosophila-St~mmen, mit Phormia regina, Calliphora 
erythrocephala oder Periplaneta americana gefiittert. Es wurden nut alte Weibchen 
untersucht, die schon l~ngere Zeit das Futter nicht mehr angenommen batten. 

Entnahme der Hgmolymphe und Au/teilung in Proben 
Die Spinnen wurden 1 Std bei 4 ~ C gehalten. Die H~imolymphe wurde aus den 

Gelenkh~uten mit einer Glaskapillare entnommen, in einem Zentrifugengl~schen 
yon 1,5 ml Inhalt gesammelt und sofort 15 rain bei ca. 1000 g zentrifugiert. Alle 
Operationen erfolgten bei + 4 ~ Die sonst sehr schnell einsetzende Gerinnung wurde 
so weitgehend verhinder$. 

Von der zellffeien H~molymphe - -  bei Abt5tung der Tiere bis zu 500 tzl - -  
wurden 100 tzl zur Bestimmung der Trockenmasse eingesetzt. Aus dem getrockneten 
Material wurde durch dreimalige Extraktion mit ~thanol/~ther (3:1) die Lipoid- 
traktion gewonnen; ihr Anteil wurde durch W~gung nach Verdampfen des LSsungs- 
mittels bes~immt und ihr Phosphatgehalt ermittel~. 

An nich~ enteiweil3ter, zellfreier H~molymphe wurden folgende Analysen durch- 
geffihrt: Messung von Absorptionsspektren, pH-Wert, Chlorid, N~trium, Kalium, 
Calcium, Kupfer, Phosphat, Stickstoff und Protein. 

Proben yon 100~zl wurden mit Trichloressigs~ure (TCE) enteiwei~t (End- 
konzentration 10%, 2real ausgewaschen mit 10%iger TCE). Wenn nStig (enzyma- 
tische Glucosebestimmung), wurde die TCE aus dem Dberstand durch Aus~ithern 
mit peroxidffeiem, wasserges~ttigtem _~ther entfernt (bis zu 12real), der ~ther 
mit Stickstoff vorsichtig abgeblasen, und das Volumen der LSsung durch W~gung 
ermittelt. Im TCE-~berstand wurden bestimmt: Chlorid, Stickstoff, Phosphat, 
anorganisches Phosphat, Kohlenhydrate und Glucose. Mi~ einigen Proben wurden 
chromatographische Untersuchungen durchgefiihrt. Im TCE-Niederschlag wurden 
bestimm~: Kupfer, Phosphat, Protein-Stickstoff, Protein nach Lowry und gebun- 
dene Kohlenhydrate. 

Quantitative Bestimmungen 
pH-Wert. Bestimmung mit einer Mikro-Glaselektrode (v. Stackelberg, 1969). 
Chlorid. Mikrotitration nach Ramsay et al. (1955). 
Natrium. Bestimmung mit einer Mikro-Glaselektrode aus Na-empfindlichem 

Glas (v. Stackelberg, 1969). 
Kalium wurde mit einem Mikroflammenphotometer bestimmt, alas nach dem 

Prinzip yon Mueller (1958) gebaut war. 
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Calcium. TRration mit Athylendiamin-tetraacetat nach Mattenheimer (1966) 
im verkleinerten Ansatz: 1 ml Probe (1--10~g Ca), 0,2 ml 0,1 N NaOH, 50 ~l 
30%iges NIurexid; titriert wurde mit 0,02 M EDTA mittels einer DESAGA-Mikro- 
injektionssprltze. 

Kup/er. Kolorimetrisehe Bestimmung nach Eden und Green (1940) mit gering- 
fiigigen Modifikationen. Die Probe (0,5--5 ~g Cu) wurde mit 0,25 ml H2SO a cone. 
und 0,25 ml HCIO 4 im Sandbad w~hrend 30 rain bei ca. 300 ~ C verascht. Naeh 
dem Abkiihlen warden 0,25 ml HNOa conc. zugegeben und nochmals 1 Std bei 
300 ~ veraseht. Zur veraschten Probe warden 1 ml 4%iges Natriumpyrophosphat, 
1 ml NH 3 (D = 0,91), 1 ml Natriumdi~thyldithiocarbaminat und 1,5 ml Amylalkohol 
gegeben. 

Gesamtphosphat wurde nach Lowry et al. (1954) bestimmt. 
Anorganisches Phosphat. Bestimmung nach Martin und Dory (1949). Die Volu- 

mina wurden im Verhi~ltnis 1 : 15, z.T. 1:30 verringert. 
Sticksto/]. Die Proben (10--50 f~g N enthaltend) wurden nach Lang (1958) 

verascht und der Stickstoff naeh Jacobs (1959) mit Ninhydrin bestimmt. Zur 
Farbreaktion wurden 0,25 ml der Citratpufferl5sung eingesetzt, und die Volumina 
der Reagenzien entsprechend gew~hlt. Als EichlSsungen dienten LSsungen yon 
Leuein und Ammoniumsulfat. 

Protein wurde nach Lowry et al. (1951) bestimmt. 
Kohlenhydrate. Bestimmung mittels der Anthron-Reaktion naeh Mokrasch 

(1954). Der Ansatz enthielt 0,2 ml der Probe (5~20 ~g Glucose) und 1,2 ml Anthron- 
Reagenz. 

Gebundene Kohlenhydrate warden nach BjSrnesj5 (1955) bestimmt. Die Volumina 
wurden im Verh~ltnis 8:1 verrringert. 

Glucose wurde enzymatisch nach Slein (in Bergmeyer, 1962) bestimmt. Abwei- 
chend vonder  Vorschrift wurde mit TCE enteiweiBt. EichlSsungen, die mit TCE 
versetzt und anschlieBend ausge~thert wurden, und unbehandelte EichlSsungen 
ergaben gleiche N[el3werte. Das gebildete NADPH wurde fluorimetrisch mit einem 
Aminco-Bowman Spektralfluorimeter bestimmt (Anregung bei 350 nm, Y[essung 
bei 460nm, SpaRanordnung 3, 2, 3, 3, 2, 3, 2; Verkleinerung des Ansatzes im 
Verh~ltnis 1 : 2, MeBbereich 0,2--2 ~g Glucose). 

Papier- und Diinnschichtchromatographie 

Papierchromatogramme warden aufsteigend mit dem System Butanol/Eisessig/ 
Wasser (4:1:1) auf dem Papier Nr. 2043b yon Sehleicher u. Schfill angefertigt, 
Diinnsehichtchromatogramme auf Cellulose Nr. 300 yon Macherey, ~agel u. Co. in 
Ameisens~ure/Butanon/t-Butanol/Wasser (3:6:8:3); zweimalige Entwieklung bei 
Raumtemperatur und Kammers~ttigung (Vomhof und Tucker, 1965). Die Chromato- 
gramme warden unter kurz- und langwelligem UV-Licht, dareh Bespriihen mit 
Ninhydrin, Ehrlichs Reagenz und Folin-Reagenz ausgewertet. Zum Nachweis yon 
Zuekern dienten p-Aminohippurs~ure, 0,3%ig in Athanol (Sattler und Zerban, 
1952) und AgNO3/NaOH (Trevelyan et al., 1950). 

Ergebnisse und Diskussion 

A bsorptionsspe]ctrum 

Das Absorp t ionsspekt rum der unverd i inn ten ,  bzw. mi t  Wasser ver- 
d i inn ten  I t~molymphe  zeigt drei Maxima : bei 278,340 und  560--570 nm.  
Ihre  E x t i n k t i o n e n  verhal ten  sich wie 170:30:1.  W~hrend  das Maximum 
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bei 278 nm auf hohen Proteingehalt der H~molymphe hinweist, lassen 
die beiden anderen Maxima attf das Vorliegen yon H~moeyunin schliel~en. 
Dieses respiratorische Pigment ist sehon bei anderen Spinnenarten ge- 
funden worden (Grfffiths, zit. bei Rabaey and Verriest, 1957--1958; 
Boyd, 1937; van Bruggen, 1968). 

pH- Wert 

Der pt t -Wert  wurde in vivo durch Einstechen einer Mikro-Glas- 
elektrode in die Gelenkhaut zwischen Femur und Tibia bestimmt. Dubei 
wurden die Werte 8,05 und 8,22 erhalten. Zellfreie Hiimolymphe zeigte 
auf Lyphan-Papieren einen pH-Wert  zwischen 8,2 und 8,3. Diese Werte 
stimmen mit dem yon Millot (1926) fiir verschiedene Arten angegebenen 
Weft  yon 8,2---8,3 gut fiberein. Die H~molymphe der marinen und im 
Sfi~wusser lebenden Dekapoden und die yon Limulus reagiert ebenfalls 
schwach basisch (Muluf, 1939 ; Andrews, 1967), die des Skorpions Hetero- 
metrus/ulvipes hat  pH 7,3 (Padmanabhanaidu, 196 6b). 

GelSste Sto//e 

Papier- und dfinnsehichtchromatographische Untersuehungen wiesen 
zungchst darauf hin, dab der Bestand an gelSsten organischen Stoffen 
au~erordentlich niedrig ist. Weder Ninhydrin-, noch Ehrlich- oder Folin- 
positive Substanzen traten auf den Chromatogrammen hervor. Dagegen 
lassen sich mit p-Aminohippurs~ure und mit Silberionen 3 Zucker nach- 
weisen. Der unterste, am deutlichsten erkennbare Fleck ist lagegleich 
mit Glucose (R G ----1,0); die Ident i ta t  wird durch die enzymatische Be- 
stimmung bewiesen (s.u.). Die beiden underen Flecken (Rs : 1 , 6  und 
R a -~ 2,2) treten erst beim Auftragen grSSerer Substanzmengen hervor. 

Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen sind in Tabelle 1 
zusammengefaBt. 

Der hohe Anteil der Lipoidfraktion an der Trockensubstanz (28%, 
entsprechend ca. 2 % der frischen Hamolymphe) ist iiberruschend : Diese 
Fraktion ist nach der Proteinfraktion die mengenm~6ig wichtigste. Es 
ist zwar denkbar, da$ bei der Extraktion der Trockensubstanz mit 
Alkohol/Xther in geringem Umfunge auch andere Stoffe als Lipoide 
gelSst wurdcn, was dadurch an Wuhrscheinlichkeit gewinnt, dub die 
Summe der bestimmten Stoffe hSher ist als die Trockensubstanz. Der 
Befund wird dadurch abet nicht prinzipiell verKndert. Das Vorkommen 
yon LipoidtrSpfchen in Sphmenh~molymphe wird bereits yon Millot 
(1926) beschrieben; das Fet t  soll an die t t~molymphe abgegeben werden, 
wenn die Tiere lunge Zeit keine Nahrung aufgenommen haben - -  Ver- 
haltnisse, die auf die yon uns untersuchten Tiere sicher zutreffen. 

Die Bilanz der anorganischen Ionen ergibt ein Kationendefizit yon 
19,8 ~Val/ml. Dies kSnnte dutch Magnesium gedeckt werden, das yon 
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Tabelle 1. Der StoHbestand der ttdimolymphe yon Cupiennius; Ubersicht i~ber die 
verschiedenen Bestimmungen 

Bestimmung ~ a n 

Trockensubstanz (mg/ml) 76,87 • 6,83 13 
Mit ~ther/Athanol extrahierbar (mg/ml) 21,50~ 7,44 11 
Chlorid (~Val/ml) 257,60 ~ 22,20 5 
Natrium (~Val/ml) 223,00 • 29,80 5 
Kalium (~Val/ml) 6,79 • 1,37 5 
Calcium (~Val/ml) 8,00 ~- 0,88 5 
Kupfer (~g/ml) 57,70 ~= 4,10 4 
Gesamtphosphat (~M/ml) 4,97 • 2,78 10 
S/s Phosphat (~M/ml) 1,12 ~= 0,24 10 
Anorganisches Phosphat (~m/ml) ],07 ~= 0,30 12 
Phosphat im TCE-Niederschlag (~M/ml) 3,72 ~= 1,82 10 
Lipoidphosphat (~m/ml) 2,30 ~ 1,62 I1 
Gesamtstickstoff (mg/ml) 8,47 =L 1,78 14 
Protein-Stickstoff (mg/ml) 7,63 • 2,23 10 
s~urelSslieher Stickstoff (mg/ml) 0,78 • 0,36 4 
Protein in zellfr. H/~mol. (Lowry) (mg/ml) 47,04 ~= 12,02 10 

10 
13 
11 
3 

Protein im TCE-Niederschlag (Lowry) (mg/ml) 48,86 =L 10,28 
S/s Kohlenhydrate (mg/ml) 0,45 =~ 0,07 
S~urel5sliche Glucose (mg/ml) 0,39-4- 0,06 
Kohlenhydrate im TCE-Niederschlag (mg/ml) 0,4 =J= 0,1 

uns noch nicht best immt wurde. Die Mg-Konzentration betr/~gt bei 
Heterometrus 20,8 ~Val/ml (Padmanabhanaidu, 1966a), bei Orconectes 
5,5 ~Val/g H~O (Andrews, 1967). Die Summe der anorganischen Ionen 
in der Spinnenh/s ist etwa halb so groB wie die der marinen 
Arthropoden, liegt abcr iiber der yon Insekten und Siil3wasser-Crustaceen 
(Prosser u. Brown, 1961). 

Der Kup]ergehalt der Hs wurde zu 57,7 ~g/ml bestimmt.  
Bezogen auf den Proteingehalt ergibt sich ffir Kupfer  ein Anteil yon 
0,12%. Bei Heterometrus wurde ein fast  identischer Wert  gefunden 
(0,13%, Padmanabhanaidu,  1966a). Der Cu-Gehalt gereinigten H/imo- 
cyanins wird ffir verschiedene Mollusken mit  0,25%, ffir Limulus mit 
0,19%, fiir Palinurus vulgaris mit 0,15% angegeben (Werte bei Prosser 
u. Brown, 1961). 

Den gr6Bten Anteil am Gesamtphosphat (4,97 ~M/ml) hat  mit  
3,72 ~M/ml (75 % ) das Phosphat  im TCE-Niederschlag. Dieses wiederum 
besteht zu 62% (2,30 ~M/m]) aus Lipoidphosphat (46% des Gesamt- 
phosphats). Das s~urelSsliche Phosphat  (1,12 ~M/ml, 23% des Gesamt- 
phosphats) liegt praktisch vollst~ndig in Form anorganischen Phosphats 
vor (1,07 ~M/ml). 

Die starke Streuung der Werte ffir Gesamtphosphat und fiir Phosphat im 
TCE-Niedersehlag ist nieht methodisch bedingt. Bei Doppelbestimmungen betrugen 
die Abweichungen yore Mittelwert durehsehnittlieh 2,3% (a = • 1,2%) ffir Gesamt- 
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phosphat und 2,4% ( ~ :  ~= 1,7%) fikr Phosphat im TCE-Niedersehlag ( n :  10 in 
beiden F~llen). Die Differenz zwischen Gesamtphosphat und der Summe yon 
,,gebundenem" und s~urelSslichem Phosphat betrng im Mittel 6,5% ( ~ 3 , 2 % ,  
n = 1O). 

Den mengenm/~Big wichtigsten Bestandteil der gelSsten Stoffe stellt 
das Protein dar. Der s/~urelSsliehe Stickstoff f~llt mit  0,78 mg/ml da- 
gegen wenig ins Gewieht. Der aus der Stickstoffbestimmung berechnete 
Proteingehalt  yon 47,7 mg/ml s t immt  im Mittel mit  dem Ergebnis der 
Bestimmung naeh Lowry gut iiberein. Allerdings ergeben sieh bei den 
einzelnen Tieren Differenzen bis zu 11 mg/ml zwisehen den beiden Be- 
stimmungen, ftir die auBer methodischen Ursachen auch Unterschiede 
in der Proteinzus~mmensetzung verantwortlich soin kSnnen. Zum Ver- 
gleich mit  Cupiennius (48 mg/ml) seien die Werte yon Heterometrus 
(76 mg/ml, Padmanabhanaidu,  1966a), der Spinne Latrodectus (30--50 
mg/ml, Boyd, 1937), yon Limulus (25 mg/ml, nach Maluf, 1939) und yon 
Orconectes (66 mg/ml, Andrews, 1967) herangezogen. Ob die Hs 
yon Cupiennius neben H~mocyanin in wesentliehem Umfange aueh 
andere Proteine enth/ilt, sell demns untersucht werden. Der im 
Vergleieh zu Crustaceen niedrige Cu-Gehalt wiirde dies an sieh nahe- 
legen. Jedenfalls dfirfte das Protein der Hs neben seiner 
mSglichen respiratorisehen Funktion auch vine Funktion als Puffer- 
substanz und als Reservesubstanz haben. 

Durch Dfinnschichtchromatogr~phie und enzymatische Bestimmung 
mit  Hexokinase/Glucose-6-phosphat-dehydrogenase wurde Glucose als 
wichtigster Blutzucker ermittelt  (89 % des An~hron-positiven Materials). 
Bei Orconectes werden dagegen nur 36--55 % der s~urelSsliehen Hexose 
yon Glucose bestrit ten (Andrews, 1967). Der Gehalt an 15slichen Kohlen- 
hydraten zeigt bei den alten Cupiennius-Weibehen eine relativ kleine 
Streuung. Bei einem Tier, dessen Abdomen prall mit  Eiern geftillt war, 
fanden wir jedoch den zehnfaehen Wert  (4,40 mg/ml, davon 2,58 mg/ml 
Glucose). 

Der Gehalt an Kohlenhydraten im TCE-Niederschlag lieB sieh nur nEherungs- 
weise ermitteln. Eine ~)berpriifung der Bestimmung naeh Bj6rnes]5 (1955) ergab, 
dab die HShe der Absorptionsbande bei 520 nm, die bei der Reaktion des Proteins 
allein gegeben wird, nieht nur yon tier Konzentration des Proteins bestimmt, 
sondern aueh vom Typ des Proteins beeintluBt wird. Der Anteil der Extinktion, der 
bei der MeBwellenl~nge 620 nm als Anteil der ,,Proteinbande" yon tier ,,Kohlen- 
hydratbande" abgezogen werden muB, l~Bt sich also dureh Vergleich z.B. mit 
kristallisiertem Rinderserumalbumin nieht bestimmen, sondern muB aus dem 
Kurvenverlauf abgesch~tzt werden. 

Bei vier Tieren, fiir die vollst/~ndige Analysen vorliegen, lassen sich 
die Bilanzen zwischen Trockensubstanz und einzeln best immten Fest- 
stoffen aufstellen (Tabelle 2). Man erkennt aus der Gegen/iberstellung, 
dab die Summe der Feststoffe den Betrag der Troekensubstanz immer 
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Tabelle 2. Bilanzen der quantitativen Bestimmungen bei 4 Tieren. Nicht eingerechnet 
sind die proteingebundenen Kohlenhydrate; sgurel6slicher Sticl~sto]] wurde als 
Ammonialc berechnet, in Wirklichlceit diorite dieser Posten einen h6heren Weft haben. 

Alle Werte in mg/ml 

,,Lipoide ~ 6,00 28,00 18,00 37,00 
Chlorid 7,70 9,10 9,50 9,70 
Natrium 4,37 6,20 4,95 5,40 
Kalium 0,27 0,24 0,23 0,35 
Calcium 0,17 0,17 0,14 0,18 
Kupfer 0,05 0,06 0,06 - -  
Phosphat 0,30 0,44 0,29 0,29 
Protein 22,40 49,00 43,50 73,00 
Siiure15slicher Stickstoff 0,70 0,90 0,61 1,56 
S~urelSsliche Kohlenhydrate 0,59 0,47 0,42 0,46 

Summe 42,55 94,58 77,70 127,94 
Trockensubstanz 36,00 85,00 69,50 125,00 

fibersteigt. Dal] der gr6Bte Fehler in der Bestimmung der Lipoide durch 
Extraktion mit Alkohol/J~ther liegen diiffte, wurde oben bereits erw/ihnt. 
Andererseits geht aus den Bilanzen hervor, dab wir keine quantitativ 
wichtige Komponente der Cupiennius-H&molymphe fibersehen haben. 

Die Untersuchung zeigt, dab die It~molymphe yon Cupiennius in 
ihrem Stoffinventar der H~molymphe des Skorpions Heterometrus, des 
Pfeilschwanzkrebses und der Crustaceen sehr /~halich ist. Dieser Typ 
zeichnet sich dutch hohen Proteingehal~ bei einem niedrigen Gehalt an 
niedermolekularen organischen Stoffen aus. Der Gehalt an Ionen ent- 
spricht im groflen und ganzen dem der terrestrischen und im SiiBwasser 
lebenden Arthropoden. Die H~molymphe von Cupiennius kann dar/iber- 
hinaus betr~chtliche Fettreserven aufweisen. Inwieweit die gefundenen 
Werte als artcharakteristisch angesehen werden kSnnen oder die be- 
sondere Situation der Tiere widerspiegeln, mfissen weitere Untersuchun- 
gen zeigen, wie man fiberhaupt yon einer Analyse der einzelnen Ent- 
wicklungsstadien noch Modifikationen des hier erhaltenen Bfldes erwarten 
daft. 
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