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Wstep

Powszechnie dotychczas stosowane chemiczne metody przygoto-
wywania preparatow substancji humusowych nie daja mozliwosci roz-
dzielenia naturalnych komplekséw tych zwigzkow na pojedynicze
skladniki (1). Nieznajomo$¢ poszczegolnych skladnikéw humusu
i ich niedoslateczny rozdzial przy pomocy klasycznych melod znacznie
uirudniajg poslgp w badaniach Dbiochemizmu powstawania humusu
i jego oddzialywania na rosliny. Postep tych badan ma duze znaczenie
zaréwno leoretyczne, jak i praktyczno-rolnicze.

Zazwyczaj przyjmuje.sie za Odenem (14) podzial zwigzkow
humusowych na 3 gléwne grupy z uwagi na ich rozpuszczalnoSé:

I — kwasy fulwonowe rozpuszczalne w wodzie,
I — kwasy hymatomelanowe (albo ulminowe) — rozpuszczaine
w etanolu,
T — kwasy huminowe rozpuszczajg sie w wodnych roztworach

alkaliow, szczawianu sodu i fluorku sodu.
Miedzy tymi umownie przyjetymi grupami zwigzkow istnieje
szereg subslancji o charakterze przejsciowym (29), poniewaz wymiz-
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nione rozpuszczalniki nie dzialajg ScisSle wybiorczo w stosunku do
poszczegolnych grup. Podzial Odena ma obecnie uzasadnienie
raczej historyczne niz chemiczne. Kwasy fulwonowe i hymatomela-
nowe uwazane sg przez niektorych autorow (13) za stadium poprze-
dzajace synteze kwaséw huminowych.

Przy pomocy konwencjonalnych metod ekstrakcji (23, 20, 21)
otrzymuje sie z gleb i torfow preparaty o dos¢ zlozonym skladzie,
zawierajace gléwnie szeregi homologiczne zwigzkéw humusowych
o roznym stopniu polimeryzacji (18).

Zawieraja one domieszke substancji towarzyszacych, jak np. estry
kwasow zywicowych, poliuronidy, garbniki, kwas krzemowy i inne
(16, 29). Skitad tych preparatow trudno jest wiec zdefiniowac che-
micznie, {ivm bardziej, gdy pochodz3 one z roznych materialéw proch-
nicznych, powstajacych w niejednakowych warunkach klimatycznych
i mikrobiologicznych. Uzywanie niezdefiniowanych chemicznie prepa
ratéow humusu do doswiadczen biologicznych powoduje duze trudnosci
przy poréwnywaniu i ocenie wynikéw, podawanych przez badaczy tych
zagadnien (29). _

Wydaje si¢ wiec rzeczg celowa poszukiwanie nowych sposobdw
izolowania i oczyszczania substancji humusowych w celu uzyskania
jednostek okreslonych pod wzgledem sktadu chemicznego i czystosci.
Majac to na uwadze, autor podjal probe chromalogralicznego rozdzie-
lenia kwasow hymatomelanowych na skalg preparatywna.

Dotychczasowe badania nad zastosowaniem chromatogralfii
do wyodrebniania substancji humusowych

W celu rozdzielenia grupy kwasow fulwonowych zastosowal Forsyth (6)
w r. 1947 analize adsorpcyjng na weglu aklywnym. Nie uzywano kolumn lecz lejki
Biichnera, w ktérych formowano warstwe adsorbenta o grubosci 5 cm i S$rednicy
15 cm. Adsorpcja kwaséw fulwonowych przebiegala z roztworu wodnego, zakwa-
szonego do pH 2,5—3. Przy pomocy eluowania adsorbenta réznymi rozpuszczalni-
kami (roztwér 0,0 n HCl, aceton + 1004 wody, woda, roztwor 0,5n NaOH)
uzyskal Forsyth 4 frakcje kwasow [fulwonowych oraz przeprowadzil ich
analize clementarng i jakoSclows.

W r. 1952 rozdzielit Trojanowski (26) wyciag etanolowy kwaséw hyma-
tomelanowych z torfu przy pomocy chromalografii kolumnowej na tlenku magnezu
(MgO gruboziarnisty). Do rozwijania chromatogramu zastosowano uklad: kwas
olejowy — ctanol (w stosunku 1:7,5 obj.). Postugiwano si¢ lampa analityczng
kwarcowg dla indykacji warstw na kolumnie. Mechanicznie wydzielone warstwy
chromatogramu eluowano przy pomocy kwasu solnego przy pH 2. Autor wskazal
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rowniez na mozliwos¢ zaslosowania paskow bibuly do analizy chromatograficznej
kwasow hymatomelanowych.

Thiele i Kettner (24) oglosili w roku 1953 metode oddzielania grupy
kwasow huminowych od frakeji kwaséw fulwonowych i hymatomelanowych za
pomocy elektroforezy na bibule. Rozdzial tych grup prowadzono w roztworze
7buforowanym. przy pH 8, pod napieciem 220--400 V.

Hayashi Tsunetomo i Nagai Takeo (9) rozdzielali
uwolnione od substancji bitumicznych kwasy huminowe na 3 badz 4 frakcje na ko-
lumnie wypelnionej tlenkiem glinu DIia indykacji warstw uzyvwano lampy
liwarcowej.

Drozdowa (4) rozwingla metode Forsyth'a (6) przez wprowadzenie
dodatkowego oczyszczania frakcji kwaséw fulwonowych na kationicle.

Badania wlasne

Jak wynika z pismienniciwa grupa kwaséw hymatomelanowych
jest dotychczas najmniej zbadang frakeja humusu. W niniejszej pracy
podjeto probe wyodrebnienia rozpuszczalnych w acetonie skladnikéw
tej frakcji.

Przy opracowywaniu metody przyjeto nastepujace zalozenia:

1) Metoda powinna umozliwia¢ wyodrebnianie sktadnikow kwa-
sow hymalomelanowych na skale preparatywna.

2) Proces ekstrahowania wyjsciowych materiatéow préchnicznych
oraz chromatograficznego rozdzielania uzyskanych przez ekstrakcje
wyciggdw powinien si¢ odbywac bez uzycia alkaliéw, w temperaturze
nie wyzszej niz 60° oraz w warunkach zapobiegajacych utlenieniu
preparatéw. Istniejg bowiem wypowiedzi, ze substancje humusowe
latwo utleniajg si¢ na powielrzu wobec alkaliow (2, 1), a nawet
ulegajy pod ich dzialaniem rozkiadowi na zwiazki prostsze (17, 20,
21, 22). Dziatanie rozkladajace wywiera takze temperalura ponad
100° (27). a nawet spotyka sie wypowiedzi, ze temp. 60° jest naj-
wyzszy dopuszezalng cieplotg, nie powodujacag zmian chemicznyci
w substancjach humusowych (29).

Dopuszczono natomiast uzycie w opracowywanej metodzie roz-
cieficzonych roztworow kwasu solnego, poniewaz powszechnie przyj-
muje sie, ze zwigzki humusowe sg bardzo odporne na dzialanie roz-
cieficzonych kwasow mineralnych (8, 29). Traktowanie wyjsciowych
materialéw préchnicznych roztworem kwasu solnego przed wiaSciwa
ckstrakcjg jest z reguly zalecane w celu roziozenia nierozpuszczal-
nych. w wodzie i alkoholu polgczen humusu z wapniem i zelazem
(1,2, 14, 20, 21, 29). '
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Ekstrakcja materialu

Kwasy hymatomelanowe wydzielano z ziemi kompostowej i z torfu.
Prébki ziemi kompostowej pochodzity z pryzm dwu-, cztero-, i czeério-
letnich; materialem do kompostowania byly liscie drzew roznych
gatunkow. Probki torfu pochodzily z miejscowosci Oberniki w woj.
Poznanskim (torf wysoki) oraz z lgk nadbystrzyckich pod Lublinem
(torf niski).

Materiat prochniczny powielrznie suchy rozdrobniono i przesiano.
Substancje bitumiczne usuwano z materialu przez wyczerpujaca eks:
trakcje w aparatach Soxhleta przy pomocy mieszaniny benzenu z eta
nclem w stosunku 1:1, zgodnie z przyjeta zasada (3, 7, 19).

Pozbawiony bitumin material wymywano roztworem 0,2 n HC!
w celu rozlozenia nierozpuszczalnych polgczeri kwaséw hymatomela-
nowych z Ca i Fe. Przemywanie prowadzono na lejkach Biichnera,
utrzymujac ciaggly przeplyw cieczy przez warstwe materialu. Gdy prze-
sacz nie zawieral juz jonow zelaza i wapnia przeplukano material
wodg dest. wielokrotnie, az do usuniecia jonéw chloru. Tak przemyty
material pozbawiony byl nie tylko wymywalnych roztworem 0,2 n HCI
jonéw nieorganicznych, lecz takze wszystkich rozpuszczalnych w kwa-
sie solnym i w wodzie zwigzkow organicznych towarzyszacych humu-
sowi (27) oraz kwasow fulwonowych.

W celu wydzielenia kwasow hymalomelanowych ckstrahowano
przeplukany woda material kilkakrotnie przy pomocy 95-procentowego
etanolu w zamknietych naczyniach, w temp. pokojowej. Z 1 kg mate-
rialu prochnicznego uzyskiwano lgcznie okolo 20 litréw wyciggu eta-
nolowego.

W celu zageszczenia roztworu, a takze czesciowego oczyszczenia
zawartych w nim substancji humusowych, wykorzystano zdolnos¢ kwa-
sow hymatomelanowych do tworzenia nierozpuszczalnych polaczen
z wapniem. Do wyciagu etanolowego dodano roztworu 5-procentowego
octanu wapnia w stosunku 50 ml octanu na 1000 ml wyciggu. Kwasy
hymatomelanowe wytracaly si¢ w postaci ciemno brazowego, klaczkc:
watego osadu (polgczenia z Ca). Pozostaly nad osadem roztwor nie-
stracalnych przy pomocy octanu wapnia zwigzkow towarzyszacycn
mial barwe z6tto-pomarariczowa. Wartos¢ pH = 6,8 podczas stracania
ustalano przy pomocy pehametru lampowego z eclektrodg szklang i na-
sycong kalomelowg; w celu zobojetnienia kwasu octowego, uwalnia-
jacego sie¢ w toku reakeji, dodawano kilka ml roztworu 0,1 n NaOH.
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Stragcanie odbywalo sie¢ w zamknielych na szlif cylindrach szklanych
o wysokosci 75 em i Srednicy 8 ecm, w ktérych strgl sedymentowal
przez 12 godzin. Osad po sedymentacji odwirowywano z szybkoscig
5000 obr./min. W celu uwolnienia odwirowywanego preparatu od wap-
nia poddawano go niezwlocznie wyplukiwaniu przy pomocy 0,5 n
roztworu HCI az do zaniku reakeji na Ca (ze szczawianem). Na koniec
przemyto osad kwasow hymatomelanowych roztworem 0,1 n HCI i woda
dest. Calkowite wymywanie osadu z pozostalosci HCI nie jest wska-
zane wobec latwej peptyzacji wydzielonych substancji w wodzie.
Podczas odwirowywania i przemywania osad pozostawal w tych
samych naczyniach do wirowania, zamknigtych szczelng przykrywka
celofanow3.

Przemyty osad kwasow hymatomelanowych rozpuszczano w ace-
tonie, nieznaczng pozostalo$¢ nierozpuszczalng w acetonie usuwano
przez odwirowanie w szczelnie zamknietym naczyniu. Uzyskane w ten
sposéb z roznych materialow wyjsciowych wyciagi acetonowe frakcjo-
nowano przy pomocy chromatografii.

Chromatograiia acetonowego wyciagu kwas6w
hymatomelanowych

Przy opracowywaniu warunkéw chromatografowania autor starat
si¢ unikac¢ stosowania takich odczynnikéw, ktérych $lady trudno by-
loby usungé potem calkowicie z preparaiéw, przeznaczonych miedzy
innymi i do do$wiadczen biologicznych (np. pirydyna). Wykluczono
rowniez stosowanie alkaliow i silnych kwaséw z przyczyn podanych
poprzednio.

Kwasy hymatomelanowe rozpuszczaja sie dobrze tylko w niewielu
rozpuszczalnikach organicznych. Przy dobieraniu ukladu rozpuszczal-
nikéw do chromatografii nalezalo wigc wyprobowac przede wszystkim
alkohole i aceton, w ktérych (a grupa substancji dobrze sie rozpuszcza.

Wykonano szereg wstepnych prob z réznymi alkoholami (mely-
lowy, etylowy, izopropylowy, n-butylowy) oraz z mieszaninami alko-
holéw, acetonu i wody. Jako adsorbenta uzywano celulozy sproszko-
wanej Whatmana i bibuly Whatmana Nr | (stosujac na hibule technike
wstepujacy i krgzkows).

Poniewaz ilos¢ sktadnikow w badanych wyciggach acetonowych
craz ich zdolno&¢ adsorbowania si¢ na celulozie byly nieznane, wigc
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za kryterium przydatnosci vkladu rozpuszezalnikéw przyjeto maksy-
malng ilo$¢ stref uzyskanych na chromatogramie bibulowym oraz
mozliwie duze zriznicowanie wartodci wspélezynnikéw R;. Po prze-
prowadzeniu kilkuset préb ustalono, ze do rozdzielania acetonowego
roztworu kwaséw hymatomelanowych nadaje si¢ uklad n-butanol —
aceton — woda. Dla indykacji stref postugiwano si¢ analityczng lampg
kwarcowg z filtrem Wood’a.

W toku doswiadczeri nad ustaleniem optymalnego stosunku
n-butanolu do wody i acelonu poczyniono nastepujace obserwacje:

1) Optymalny stosunek objetosciowy n-butanolu do acetonu wy-
nosi l:1.

2) Wzrost od 2 — 50% zawartosci wody w ukladzie zwieksza
wartos¢ wspolezynnikow R;. Jednak przy zawarlosci wody powyzej
15% otrzymuje si¢ zbyl male roznice w wartosciach R, poszczegdl-
nych stref.

3) Zakwaszenie badanych roztworéw acetonowych kwasem sol-
nym powoduje wzrost warlosci Ry. Poniewaz bezposredni pomiar bez-
wzglednej wartoscei stezenia jonow wodorowyceh w roztworach niewod-
nych nie jest mozliwy (28), okre$lano to sfezenie w jednostkach
wzglednych. Przeprowadzono w tym celu naslepujgce doSwiadezenia
wstepne: Do 75 ml acetonowego roztworu kwaséw hymatomelanowyct:
o stezeniu 4 mg/ml dodano 0,6 ml roztworu In HCI. Tak zakwaszony
roztwor miareczkowano przy pomocy 0,2n NaOH, S$ledzgc zmiany
potencjalu wobec elekirody szklanej i kalomelowej nasyconej (wlaczo
nej przez klucz agarowy). Na skali pH uzyvtego pehametru lampowego
dokonywano odczytu, uwazajac znalezione wartosci za proporcjonalne
do stezenia jonow wodorowych (w jednostkach wzglednych); pomiary
sy poréownywalne tylko pod warunkiem zachowania identycznych pa-
rametrow doswiadczenia (28). Na rys. 1 podana jest zalezno$¢ miedzy
stezeniem HCl w roztworze acetonowym kwaséw hymatomelanowych
a potencjalem mierzonym migdzy elektroda szklang a kalomelows.

Wykonano chromatogramy bibulowe odpowiadajace poszczeg6l-
nym etapom zakwaszenia roziworu. Znalezione w ten sposéb opty-
malne dla celéw chromatograficznych stezenie jonéw wodorowych
wynosilo | (w omoéwionej skali wzglednej).

Rozdzial chromatograficzny kwaséw hymatomelanowych wedlug
cpisanej metody jest mozliwy przy zakwaszeniu roztworu acetono-
wego kwasem solnym w zakresie od 0,6 do 2 przyjetych jednostek
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wzglednych. Ponizej wartosci 0,6 strefy na chromatogramie grupuja
si¢ zbyl blisko czola ukladu rozpuszczalnikéw. Powyzej wartosci 2 —-
strefy skupiajy si¢ w poblizu linii starlowej.

[H]w jednostkach
wzglednych

0 1 é 3 Z 3 > ml 0,2n NaOH

Rys. 1. Zaleznos¢ polencjalu roziworu acetonowcgo kwaséw hymatomela-
nowych od zawarto$ci kwasu solnego.

Na osi rzgdnych podano odczyt na skalj pH pehametru lampowego przy uzyciu
elektrody szklanej i kalomelowej nasyconej. Wielkosé te uwazano za miare stezenia
jonéw H* w jednostkach wzglednych.

Na osi odcigtych podane sg objetosci roztworu NaOFl, ktérym miareczkowano
zakwaszony kwasem solnym roztwér.

Okreslenie kwasowos$ci rozlworéw acetonowych w jednostkach
wzglednycih przy pomocy pehamelru przeprowadzono nastepnie we
wszystkich dalszych doswiadczeniach, ustalajgc jg na wartos¢ oply-
malng = . Dbano o zachowanie jednakowej zawartoSci wody w ba-,
danych roziworach (1 ml wody na 100 ml), gdyz konieczne jest za-
chowanie jednakowych warunkow doswiadczenia.

4) Do rozdzielania na bibule nadajj si¢ takze roztwory acetonowe
kwasow hymatomelanowych pozbawione HCI przy pomocy kationitu,
wyciagi takie chromatografowano na bibule nasyconej zakwaszonym
ukladem rozpuszczalnikéw i rozwijano w ukladzie z dodatkiem HCI.
Bibule nasycano technikg wstepujaca w zamknigtej kamerze szklanej,
przed naniesieniem prébek.
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Chromatografia kolumnowa na celulozie

Pomysine wyniki wstepnych préb chromatografowania roztworu
acetonowego kwaséw hymatomelanowych na bibule sklonily autera
do wykorzystania tych doswiadczen w technice kolumnowej. Kolumny
formowano z celulozy sproszkowanej Whatmana, oznaczonej przez
firm¢ angielska W. i R. Balston jako ,,Genuine Whatman Cellulose
Powder for Chromatography, B-Quality, Chemically Prepared”.

Po prébach wstepnych wypracowano nastepujaca metodyke for-

mowania kolumn i rozwijania chromalogramu na celulozie spresz-
kowanej:

a) Formowanie kolumny, 30 g celulozy sproszkowanej, wy-
suszonej w 100°, przesianej przez sito o srednicy oczek 0,5 mm, zale-
wano mieszaning 200 ml acetonu + 10 ml wody desl. w zlewce Phi-
lipsa pojemno$ci 750 ml. Po starannym rozbeltaniu wlewano zawiesing
cd razu w calosci do rury chromatograficznej konwencjonalnego
ksztaltu, zaopatrzonej na dnie w dziurkowany krazek porcelanowy.
Uzywano rur o wymiarach 3,5 x 40 cm. Po wlaniu zawiesiny pozwalanc
jej sedymentowac dopdki odciekal aceton. Nastepnie lekko naciskanc
pretem szklanym na gorng powierzchni¢ uformowanego stupa celulozy,
powodujac tym wycisniecie dalszych iloSci acetonu. Naciskanie po-
wtarzano wielokrotnie, bardzo rownomiernie i lekko. Osigga si¢ w ten
spos6b dokladne ulozenie adsorbenta w rurze i jego nalezyta prze-
puszczalno$é dla cieczy. Odsysanie nadmiaru acetonu pod zmniejszo-
nym ci$nieniem nie jest {u odpowiednie, gdyz powoduje z reguly od-
stawanie stupa adsorbenta od $cian, co uniemozliwia chromatogra-
fowanie.

Na uformowany w ten sposéb slup adsorbenta nakladano krazek
rorcelanowy dziurkowany (od tygla Goocha). Na kolumne wlewana
8 ml acetonowego roztworu kwasow hymatomelanowych otrzymanego
z ziemi kompostowej w sposébh poprzednio opisany. Chromatografo-
wany roztwor zawieral 6 mg/ml suchej substancji. Pozorna wartos¢

pH (wobec elektrody szklanej i kalomelowej) wynosila 1 w jednost-
kach wzglednych.

b) Rozwijanie i elucia. W celu rozwiniecia chromatogramu wle-
wano na kolumne 25 ml ukladu: n-butanol nasycony H;O — aceton
(1:1 obj.). Wyglad kolumny w $wietle ultrafioletowym po przemyciu
powyzszym ukladem przedstawia rysunek 2-a. Dalsze rozwijanie chro-
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adsarbaent
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Barwy warstw w $wietle ultra-fioletowym

ciemny ficlet brqzowy  ciemno-brgz. brazowozotty zotty

Rys. 2. Kolejne stadia rozwijania i elucji chromatogramu kolumnowego
kwaséw hymatomelanowych.

- Rozdzielano wyciag acetonowy z ziemi kompostowej cztero-letniej, ktérego
sl¢zenie jonow H*= 1,1 w jednostkach wzglednych, przyjetych poprzednio. Barwy
rodane na rysunku widoczne sa pod lampa kwarcowy analityczna. Kolejne stadia.
4 = chromatogram po przemyciu przy pomocy 25 ml uktadu: n-bulanol nasycony

woda — aceton (1:1 obj.).
b = chromatogram po rozwinigciu powyzszym ukladem i przemyciu acetonem (50 ml).
cachromztatogram po elucji acetonem warstw I, 11 i IIl. Warstwa 1V czeéciowo
rozmyta.
d'-=<(:2rlom§;o)gram po elucji warstwy IV przy pomocy ukladu: aceton — woda
:1 obj.).
¢ = koficowa faza elucji warstwy V.
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matogramu prowadzono przy pomocy bezwodnego acetonu. Po prze-
myciu kolumny przy uzyciu 50 ml tego rozpuszczalnika mozna bylo
odrozni¢ pod analityczng lampa kwarcowg 5 warsiw o réznym za-
barwieniu, ktore oznaczono na rys. 2-b cyframi od 1 do V.

Poszczegolne warslwy cluowano nastepnie réznymi rozpuszczal-
nikami.

Warstwy 1, 11, 111 — eluowano przy pomocy bezwodnego acetonu.
Wyciek zbierano w porcjach objetosci 1 ml. Barwa eluatu poczatkowo
z0lta, nastepnie brgzowa, w korncu zotto-brazowa.

Przemywano acetonem do chwili, gdy wyciek sltal si¢ bezbarwny:
wyglad chromatogramu w ultrafiolecie po elucji acetonem przedsla-
wia rys. 2-c. }

Warstwe IV, ktora zostala czesciowo rozmyta przy elucji acetonem,
eltowano ukiadem aceton -— woda (5:1 obj.). Warstwa IV sptywa
bardzo powoli, zuzycie eluentu wynosi okoto 180 ml.

Elucje warstwy V' przeprowadzono przy pomocy wody; koficowa
faze wymywania kolumny przedstawia rys. 2-e.

Objetosci eluatow z poszczegdlnych warstw oraz zawarte w nich
iloci suchej masy substancji organicznych wynosily:

I— 5 ml 1550 mg
H— 4 11,2
Im— 105 ,, 63 .
IV—178. .. .96
' V— 125 , 40

WV eluacie z warstwy V wvkryto zelazo po zakwaszeniu stez. kwa-
sem solnym do koncentracji ca 20" HCI.

Zaliczanie poszczegdlnych porcji (I ml) wycieku z kolumny do
wyzej wymienionych frakeji (I, II, III, TV, V) przeprowadzono na
podstawie:

) obserwacji kolumny podezas wymywania w $Swietle ultra-

fiolelowym,

2) kontrolnej rechromatografii probek wycieku na bibule What-

mana Nr | (opis zamieszczony ponizej).

Rechromatografia wycieku z kolumny na bibule

Z kazdego ml wycieku, odpowiadajacego warstwom I, II, III,
IVi V na kolumnie, pobierano probki w celu wykonania rechromato-
grafii na arkuszu bibuly Whatmana Nr 1. Roztwory nanoszono mikro
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Rys. 3. Chromalogramy bibulowe sporzadzone z kolejnych pribek wycieku
z kolumny celulozy.

Bibuta Whatmana Nr | impregnowana ukladem butanol — aceton — 0,5n
HCI; chromatogram rozwijany uktadem n-butanol — aceton — 0,5n HCI (12:12:1,5)

Cyfry rzymskie oznaczajg kolejne frakcje wymyte z kolumny; oznaczenie tych
frekeji podane jest w objasnieniu do rys. 2. Liczby ulamkowe oznaczaja wspél-
czynniki R,.

W swietle ultrafioletowym przechodzacym przez bibule stwierdzono nastepujace
barwy stref:

fa — jasno oliwkowa, Ib zolta, Ic — jasno zo6ita, 1la — oliwkowa, I1b —
jasno zolta, 111 brazowo oliwkowa, 1V ciemno o'iwkowa, V--- fioletowo brunatna.
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pipeta o pojemnosci 0,005 ml, powtlarzajyc nakroplenie (po prze-.
schnigciu plamy) dolad, az ilo$¢ substancji naniesionej na bibule wy-
niosta 20 mikrogramow. Ilos¢ te obliczano na podstawie znanego ste-
zenia i objetosci nanoszonego roziworu. Do rozwijania uzyto ukladu:

n-butanol nasycony wodg — aceton — roziwor wodny 0,56 n HCI
w stosunku obj. 12:12:1,5.

Dodatek kwasu solnego do ukladu zwigkszal ruchliwosc i ostresc
stref na chromatogramie. Korzystny wplyw zakwaszenia ukladu roz
puszczalnikéw na ostros¢ rozdzialu kwasow organicznych na bibule
podkresla Isherwood (19), tlumaczac ten efekt cofnigciem dysocjacji
slabego kwasu organicznego przez silny kwas mineralny. Przed nanie-
sieniem probek bibule nasycano mieszaning. 10 ml n-butanolu nasy-
conego woda + 10 ml acelonu + 2 ml wodnego roztworu 0,5n HCL.
Nasycanie bibuty prowadzono techniky wstepujacg w zamknietej ka-
merze, po dojsciu czola podsigkajacego ukladu do brzegu arkusza
wyjmowano bibule z kamery i pozwalano jej przeschng¢ w powietrzu
przez 2 godziny w temp. 18°.

Na przygotowanej w ten sposob bibule wykonano chromatogramy
technikg wstepujgcy z kolejnych frakeji wycieku z kolumny celulozo-
wej. Obraz tych chromatogramow w swietle ultrafioletowym oraz war-
tosci Ry podaje rys. 3.

Rechromatografowanie wycieku kolumnowego na bibule zapewnia
lepsze zdefiniowanie uzyskanych przy pomocy kolumny frakcji przez:

1) wyznaczenie wartosci wspolezynnika Ry,

2) okreslenie barw fluorescencyjnych w swietle ultrafioletowym
przechodzgcym przez bibul¢. Zastosowanie sSwiatla ultrafio
lelowego przechodzgcego zamiast odbitego pozwala dokladme]
oceni¢ odcien barwy fluorescencji.

Jak widac na rys. 3, frakcje I i I nie wymywaly sie z kolumny
celulozy selektywnie i muszg bvé celem oddzielenia rechromatografo-
wane na bibule. Elucja poszczegolnych plam z bibuly jest mozliwa
przy pomocy wody.

Frakcje 111, IV i V przedstawiajy si¢-w opisanych warunkach na
bibule jako jednorodne.

Poréwnanie réznych materiatow wyjsciowych

Przy uzyciu opisanej melody chromatografii kolumnowej rozdzie-
lono na celulozie roztwory acetonowe kwasow hymalomelanowych
uzyskane z 2 prébek torfu (niskiego i wysokiego) oraz z 3 prébek ziemi
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kompostowej (dwu-, czlero- i szesciolelniej). Sposib przygotowania
tych roztworow podano poprzednio w ustepie pt. ,Ekstrakeja mnale-
rialu”. Odmiennice przygolowano wycigg etanolowy Nr 4; wydzielono
z torfu kwasy huminowe przy pomocy roztworu NaOH metoda Sprin-
gera (23), preparat wysuszono pod proznig w temp. 60° i wyekstra:
howano etanolem na zimno. Uzyskany w ten sposob wycigg etanolowy
Nr 4 chromatografowano na bibule, obok roztworéw przygotowanyct;
wtasng metoda, w celu porownania obu metod.

Opisane roztwory kwasow hymatomelanowych (pelne) oraz uzy-
skane z nich przy pomocy techniki kolumnowej frakcje chromatogra-
fowano na bibule Whatmana Nr | w ukladzie n-butanol — aceton —
0.5 n HCI (12:12:1,5). Szczegoly dotyczgce przygotowania bibuly przez
nasycenie mieszaning butanolu, acelonu i kwasu solnego oraz techniki
nanoszenia probek i rozwijania opisano poprzednio w ustepie pt.
,Rechromalografia na bibule wycieku z kolumny”.

Dla zachowania mozliwie identycznych warunkéw doswiadczenia
wszystkie probki chromatografowano na tym samym arkuszu bibuly
Whatmana Nr 1 o wymiarach 56 x 56 cm. Na rys. 4 przedstawiono
cze§¢ otrzymanego w ten sposob chromalogramu bibulowego z poda-
niem wspolczynnikow Ry i barw fluorescencyjnych poszczegblnych
stref, widocznych pod lampa kwarcowa analityczng.

Zwraca uwage zgrupowanie stref w trzech dos¢ waskich zakre-
sach R;: I — od 0,45 do 0,53, Il — od 0,69 do 0,73 i Il — od 0,94 do
0,95. Niewielkim roznicom w wartosciach R; towarzyszy podobienistwo
barw fluorescencyjnych w obrebie tych zakresow.

Dyskusja

Opisana metoda rozdzielania kwaséw hymatomelanowych na ce-
lulozie jest wynikiem dalszego ciggu badan nad frakcjonowaniem
humusu, zapoczatkowanych przez autora w roku 1952 (26). Poprzednio
ogloszona metoda rozdzialu chromatograficznego substancji humuso-
wych na tlenku magnezu (26) nastreczala trudnosci w sladium elucji.
Warstwy chromalogramu nalezalo najpierw wydobyé mechanicznie
2 kolumny a potem dopiero kolejno eluowac.

Obecnie opracowana metoda usuwa te trudnosci; elucje warstw

7 celulozy przeprowadza si¢ przez wymywanie kolumny réznymi roz-
puszczalnikami.
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Zmodyfikowano rowniez proces zageszezenia wyciggow alkoholo-
wych z materialow prochnicznych. Zamiast ucigzliwego oddestylowy-
wania alkoholu pod proznig z wielu dziesigtkow litrow ekstraktu
(20 1 z 1 kg materialu) zastosowano wylrgcanie kwaséw hymato-
melanowych z roztworu elanolowego za pomocg octanu wapnis;
wapn usuwano nasi¢pnie przez wymywanie osadu roztworem kwasu
solnego. Przez wylracanie kwasow hymatomelanowych z wapniem
osigga si¢ nadto cz¢sSciowe usuniecie substancji nieswoistych — towa-
rzyszacych, niestracalnych przez Ca. Dzialanie zwigzkiem wapnia na
kwasy hymatomelanowe nie powoduje powstawania artefaktu, gdyz
w naturalnych materiatach prochnicznych wystepuja te kwasy czesto
w polgczeniach z wapniem.

Pewne ograniczenie w zakresie stosowalnosci opracowanej me-
tody wynika z zastosowania acetonu jako ostatecznege rozpuszczal-
nika do chromatografii zamiast etanolu, w ktorym rozpuszcza si¢ praw-
dopodobnie wigksza ilos¢ skladnikow humusu (16). Wybér acetonu
podyktowany byl m. in. koniecznodcig dostosowania rozpuszczalnika
do charakteru sorbenta i warunkow rozwijania chromatogramu. Ace-
tonu uzywano tylko jako rozpuszczalnika do chromatogralii, natomiast
wydzielanie subslancji humusowych z materialu odbywalo si¢ przez
Lezposredniy eksirakcje elanolem. Uzasadnienie tego sposobu eks-
trakcji znajduje si¢ zarowno w poprzedniej pracy autora (26), jak i na
rys. 4 w niniejszej publikacji. Z poréwnania chromatograméw Nr |
i Nr 4 na rys. 4 wynika, ze roztwér kwaséw hymatomelanowych uzy-
'skany przez wyekstrahowanie ctanolem preparatu humusowego, przy-
gotowanego wedlug Springera (23), rozni si¢ swymi skladnikami od
wyciagoéw otrzymanych metodg autora. Istotna réznica polega na braku
sktadnika o wartosci R; 0,94-—0,95. Pozostale sirefy chromatogramow
Nr 1 i Nr 4 wykazujg zblizone wartosci R;.

Wydaje sie zatem, ze bezposrednia ekstrakcja materialu etanolem
daje pelniejszy sklad frakcji ,kwaséw hymatomelanowych”, niz zwykle
slosowane metody posrednie (5, 11, 12, 14, 15, 16, 29). Na podkreslenie
zasluguje wystepowanie skladnika o wspolczynniku Ry = 0,95 zaréwno
w wyciggach z torféw, jak i ziemi kompostowej, przygotowanych
wedlug opisanej powyzej metody.

Uzycie celulozy jako sorbenta usuwa prawdopodobiefistwo prze-
biegu reakcji katalitycznych na jego powierzchni, zmniejszajgc tym
samym ryzyko powstawania artefakiu. W tym celu wykluczono réw-
niez uzycie alkaliéw.
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Rys. 4. Chromatogramy bibulowe wyciaggéw kwasu hymatomelanowego, po-
chodzgcych z roznych materialow wyjsciowych oraz nicktoryeh frakeji wydzielonych
7 tych wyciggow na kolumnie celulozy.

1 = wycigg acetonowy Nr | (z torfu niskiego). Barwy stref: la — ciemno #6lta,

Ih — jasno brazowa, lc brazowo olta.

= | frakcja wydziclona techniki kolumnowa z wyciggu Nr 1. Barwa ciemno hrgzowa

3 = 11 frakcja wydzielona technika kolumnowq z wyeiagu Nr 1, barwa ciemno zéita,

4 = wyciag ctznolowy z preparatu humusowego, przygotowanego klasyczng me-
tody przy uzyciu NaOH z torfu niskiego, 4a — barwa zolta, 4h — barwa 26ita.

5 = wycigg acetonowy Nr 5 (z toriu wysokiego). Barwy stref: 5a — oliwkowa,
5b — brazowa, 5¢ — brazowo oliwkowa,

t = I frakcja wydziclona technikg kolumnowg z wyciagu Nr 5. Barwa ciemno brazowa.

7 = 111 frakcja wydzielona technika kolumnowa z wyciagu Nr 5. Barwa oliwkowa

8 = wyciag acetonowy Nr 8 z ziemi kompostowej 4- -letniej. Barwy stref: 8a —
ciemno oliwkowa, 8 — bryzowo oliwkowa, 8¢ — oliwkowa, 8d — jasno 6lta,
8¢ — jasno zolta.

9 = 111 frakcja wydzielona tvchmka kolumnowy z wyciggu Nr 8. Barwa hrazowo
oliwkowa.

10 = IV frakcja wydzielona technika kolumnowy z wyciggu Nr 8 Barwa ciemno
oliwkowa.

Il = Il frakcja wydzielona techniky kolumnowa 2 wyciggu ziemi kompostowej
dwuletniej. Barwa oliwkowa,

12 = 11 frakcja wydzielona techniky kolumnowa 7 wyciagu ziemi kompostowe,
dwuletniej. Barwa oliwkowa.

UWAGA: podane harwy strel widoczne sy w $wietle ultrafioletowym przechodzacym.
L|c7by ulamkowe na rysunku oznaczaja wartosci R,. Oznaczenia frakeji kolumno

wych zgodnie z rys. 2.
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Chemiczne oddzialywanie acetonu na kwasy hymatomelanowe
w nim rozpuszezone wydaje si¢ malo  prawdopodobnym. Chromato-
gramy wykonane przez autora z lego samego roztworu acetonowege
lej frakcji humusu przed i po uplywie 2 lat nie wykazaly zadnych réz
nic. Réwniez w pismiennictwie nic znaleziono zadnych danych o che-
micznym oddzialywaniu a:etonu na zwigzki prichniczne. Rozpu
szczalnik ten byl uzywany wiclokrotnie w badaniach chemicznych
humusu (6, 16, 25). Rowniez alkohol etylowy czesto stosowano jako
rozpuszczalnik w preparalyce i analizie kwasow hymatomelanowych
(5, 11, 12, 14, 15, 16, 29).

Zasadniczym celem pracy bylo opracowanie melody chromato-
graficznego rozdzielenia kwasow hymatomelanowych na skale prepa-
ratywng. Na jednej kolumnie, zawierajacej 30 g celulozy sproszkowa-
nej rozdzielano 48 mg substancji, uzyskujac dos¢ dobrg wydajnos¢
lyczng eluatow (46,6 mg). Warstwy I i Il z wyciggow z ziemi kompo-
stowej nie udalo si¢ rozdzieli¢ przy pomocy kolumny, lecz rozdziat
ich jest mozliwy na bibule w ukladzie rozpuszezalnikow zakwaszonym
kwasem solnym. Pozostale warstwy chromatogramow kolumnowych
7 wyciggow z ziemi kompostowej wydajq si¢ by¢ jedrorodne {akze
i na chromalogramie bibulowym w ukladzie z HCI. Warstwe I na chro-
matogramach z wyciggu z torfow udalo si¢ wymy¢ z kolumny selek-
tywnie, podobnie jak i pozostale warstwy z tych wyciggow.

Wydaje sie, ze warstwa V na chromatogramie z wyciggu ziemi
kompostowej (rys. 3) jest polaczeniem zelazo-organicznym humusu,
cpisywanym przez Aleksandrowa (I).

Niewielkie roznice w wartosciach Ry, jakie znaleziono dla strei
w zakresie R; od 0,46 do 0,53 zdajg si¢ potwierdza¢ poglad o moili-
wosci wystepowaniu wsroéd zwigzkow - humusowych homologicznych
szeregéw polimeréw (18).

Whioski

1) Zastosowano metode chromatografii kolumnowej na celulozie
sproszkowanej Whatmana do rozdzielenia i wyodrebnicnia na skalg
preparatywna skladnikéw frakcji humusu zwanej kwasem hymato-
rielanowym, rozpuszczalnych w acetonie.

Do rozwijania chromatogramu kolumnowego uzyto ukladu: n-bu
tanol nasycony woda — aceton (1:1 obj.).
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2) Rozdzial acetonowego roztworu kwaséw hymatomelanowych
uzyskano rowniez metodg chromatografii bhibulowej. Do rozwijania
chromatogramu bibulowego stosowano uklad:

n-butanol — aceton — 0,5n HCI (12:12:1,5 obj.). W celu indykacji
stref uzywano swiatla ultrafioletowego, stwierdzajac w ten sposob od
trzech do pigciu fluoryzujgcych skladnikow kwasu hymalomelanowego.

Przy pomocy rechromatografowania probek na bibule kontrolo-
wano jednorodnos¢ wycieku z kolumny celulozowe;j.

3) Zmodyfikowano klasyczne metody przygotowywania prepara-
tow kwasu hymatomelanowego. Zamiast uzycia alkaliow — ekstraho-
wano material bezposrednio etanolem. W celu zageszczenia uzyska-

nych ekstraktow etanolowycii wytrgcano kwasy hymalomelanowe octa-
nem wapnia.

4) Na podstawie zblizonego rozmieszczenia stref na chromato-
gramie (w trzech waskich zakresach R;) mozna sadzi¢, ze budowa
chemiczna badanych skladnikéw kwasu hymatomelanowego, pocho-
dzgcego z roznych materialow wyjsciowych, jest zblizona.
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PE3IOME

1. JlokasaHa BO3MOKHOCTL MpHUMEHeNINIA MeTOXa XpoMmarorpa-
$uu Ha KosoHKe Ha mopoiukoo6pasHoit 1emmoii03e YoTMaHa naA
paslesieHUA U BhideJIeHMA [UIA 3aroroBKM MpenapaToB COCTABHBIX
dileMeHTOB fIpaKNIN TFyMyca HadhiBAEMON ,,lMaToMelianoBoM (yib-
MHHOBOH) KucioToil’/, pacTBopumulx B alertonie. lnA nposasaeHun
aBTOpP MCNOJL3OBAJ CHCTEMY :n — GyTaHou — alleTon — Boaa.

2. llpnmencn Merton xpomatorpaduu na 6ymare [JIA ananuaa
41leTOHOBOr0 JKCTPAKTAa THMATOMENAHORBIX KHCJIOT M MX (parunii.
Jlas upoasianua 6ui1a ynorpebiena cuctema: n - 6yranona —aieton —
0,5n HCl. Jlna ompegenenua 3on O6bla cnodb30BaH yanTpadwo-
JIeTOBLIf CBeT, I1IpH TNOMoUM KOTOporo oOHapy#eHo oT 3 mo 5
(u11003UpyIOMIKX COCTABHLIX BJIEMEHTOB.

3. Bsengennl Monupuicauuu B Xome 3KCTPAKIIMM MCXONHOTO Ma-
TepHalla U B lIpollecce CryulaHUA 110JyHeHHBIX IKCTPAKTOB, YTOOHI
110JIyYNTb, MO Mepe BO3MOMKHOCTH, HCYEplBIBAIOUIN{, HO MATKO 11po-
TeKawlMui X0x 3KCTPaKUUMH.

4. Ha xpomarorpaMmax O3KCTPAaKTOB M3 PpPa3ddblX HCXOXHHX

MaTepHaoB YCTaHOBJIGHO COanxieHHoe paaMellieHue 30H B 3 mpe:-
enax R:-
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SUMMARY

A group of hymatomelanic acids (ulmic acids) is the least inves-
tigated fraction of humus till now. The separation method of the com
pounds of this fraction soluble in acelone by means of chromatography
on the cellulose is described.

Hymatomelanic acids were isolated from several samples of com-
post plant residues and peats by introducing some modifications in the
conventional method of preparation. The raw material was purified of
bitumen with a mixture of benzene and ethanol. The calcium and the
iron ion were removed from the experimental material by 0,2 n HCI.
The material washed with HCI and H,O was next extracted with
ethanol at the room temperature. Thus one obtained 20 1. of solution
of hymatomelanic acids in ethanol from 1 kilogram of the material.
The hymatomelanic acid were then precipitated from the solution by
calcium acelate at the pH =6,8. In order to remove calcium the
sediment was washed with 0,5n HCI and H;O by centrifuging. The
washed sediment of hymatomelanic acids was dissolved in acetone, the
insoluble remainder being removed by centrifuging. The acetone solution
of hymatomelanic acids was separated on a column filled with Whatman
cellulose powder produced by W. and R. Balton and described as,,B-Qua-
lity. Chemically prepared”. Tubes ol diameter 3,5 cm. were used. The
column was filled with 30 g of cellulose in the form of a slurry saturaled
with 20 vol. of acetone + 1 vol. HaO. 8 ml. acetone solution containing
6 ml. hymatomelanic acid in 1 ml. was poured on the chromatographic
column. The solution was acidified with HCI. The acidity of the solution
was controlled by thermionic valve pH Meter. The optimum con-
centration for columnar chromatography had in the acetone solution
the seeming pH value = | against the glass electrode and the saturated
calomel clectrode. This value is only a relative measure of the potential
cof the non-aqueous solution which may be useful for comparalive
purposes (28).

The column chromatogram was developed with 25 ml. of the
following solvent-mixture: n-butanol salurated with H,O — acetone
(1:1 v/v) and next washed with acelone. After washing the column
with 50 ml. acetone 5 fluorescent bands may be detected under the
ultraviolet light. (Fig. 2-b). The bands Nos. I, 1T and III were ecluted
with acetone, tlie band No. IV being waslied with the mixture of acetone
and water (5:1 v/v). Thie band No. V was eluled with water. The eluates
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from the chromatographic column were then rechromatographed on the
Whatman paper No. I in order to check their homogeneity. The paper
chromatogram was developed with the following solvent-mixture:
water-saturated n-butancl — acetone — 0,5n HCI (12:12:1,5 v/v).
The filter paper was first impregnated with the mixture of 10 ml
water-saturated n-butanol + 10 ml. acetone + 2 ml. 0,5n HCI and
dried at the room-temperature for 2 hours. Spots on the paper chro-
matogram were detected when viewed under utraviolet light. The R,
values were then determined (fig. 3). The paper chromatograms of
extracts obtained from various humus materials were worked out.
Various methods were employed in preparing these extracts.

Conclusions

1) The method of column chromatography on the powdered What-
man cellulose was applied in order to separate and to isolate on a large
scale the compounds of the fraction of humus. The compounds of this
fraction called hymatomelanic acid are soluble in acetone. The mixture
of waler-saturated n-butanol — acetone (1:1 v/v) was used for the
development of the column chromatogram.

2. The separation of acetone of hymalomelanic acids was also
worked out by the method of paper chromatography. The following
solvent-mixture was employed to develop the paper chromatogram:
ii-butanol — aceton — 0,5 n HCI (12:12:1,5 v/v). The ultraviolet light
was used to indicate the spois. 3 to 5 fluorescent compounds of hyma-
tomelanic acid were thus delected. The rechromatography of samples
on the paper was applied to control the homogeneity of the efflux from
the cellulose column.

3. The conventional methods of producing the preparations of the
hymaltomelanic acid were modified. The material was extracted directly
with ethanol instead of with alkalis. Hymatomelanic acids were pre-
cipitated with calcium acetate to condense the obtained ethanol extracts.

4. On the basis of the fact that the spots were  located on the
chromatogram in a similar way (in 3 narrow Ry values) one may
assume that the chemical structure of the investigated compounds of
inymatomelanic acid derived from various source materials is similar.

Papler druk. sat. III. k1. 90 g Fabr. papleru Klucze Pormat 70 x 100. Ark. druku 1 1 6 sir.
Annales U.M.CS. Lublin 185h. Lubelska Drukarnia Prasowa, Lublin, Kodcluszki 4, Zam. 4028. 2.1.1957
1100 4- 19 egz. A-12.  Data otrzymania manuskryptu 21.X1.36.  Data ukoficzenia druku 14.111.188?.
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Einleitung

Die vorliegende Arbeit wurde in der Anslalt fiir Vergleichende
Anatomie U.M.C.S. und fiir Histologie und Embriologie der Medizi-
nischen Akademie in Bialystok ausgefiihrt.

Ich fiihle mich verpilichtet Herrn Dr. Zdzislaw Nowicki; dem
damaligen Leiter der Anstalt fiir Histologie u. Embriologie der Me-
dizinischen Akademie in Bialystok, fiir Hilfe bei der Bearbeitung des
Materiale meinen herzlichsten Dank auszusprechen. Ebenfalls danke
ich Frau Doc. Dr. Helene Lewinska dem jetztzeitigen Leiter dieser
Anstalt fiir gefillige Durchsicht des Manuscriptes und kritische An-
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merkungen. Speziellen Dank pflichte ich Herrn Professor Dr August
Dehnel dem lLeiter der Untersuchungsanstall fiir SAugetiere des
Zoologischen Institutes P. A.N. in Bialowieza fiir die Freistellung des
Materials, Leitung der Arbeit und Hilfe bei ihrer Durchiiihrung.

Die morphologische Analyse der Veréiinderlichkeit der Schilddriise
im Zusammenhang mit Verdnderungen der physiologischen Zu-
stdnde der untersuchten Tiere oder im Zusammenhang mit Einfliissen
der Milieufaktoren ist speziell nichts Neues.

Zahlreiche Autoren (Engelhorn, Florentin Gle-
bina, Chmielarczyk, Soszka und L ove) bewiesen
die charakteristische Verinderlichkeit der Schilddriise, welche mit dem
Geschlechtszyklus verbunden ist. Terendelenburg untersuchle
die Veranderungen der Schilddriise, welche unter Einfluss von Hunger
stattfinden. Ludford und Cramer erwiesen die von Tempe-
raturschwankungen abhiingigen tatsiachlichen Veranderungen.

Dzierzykraj-Rogalska bewies in ihrer Arbeit iiber
Sorex araneus, das wir deutliche Veranderungen in der Aklivitit
der Schilddriise nicht nur im Zusammenhang mit der Geschlechts-
reife und den Perioden der Geschlechtsaktivitit beobachten, aber auch
in der Herbstperiode, also in einer Zeit, wo die Tiere ihr Sommerhaar
auf Winterhaar wechseln. Eine Zunahme der Schilddriisenaktivilat
in der Periode des herbstlich-winterlichen Sinkens der Temperatur
stellte sie jedoch nicht fest.

Die Wasserspitzmaus, welche das Thema der vorliegenden Arbeit
bildet, ist verhdltnisméssig nahe mil der Spitzmaus verwandt. IThre
Riologie idhnell unter gewissen Umstinden mil derjenigen der Spitz-
maus, aber aus andern Griinden unterscheidet sie sich ginzlich von
inr. Aus diesem Grunde halte ich es fiir zweckmiissig. -die saisonale
Verinderlichkeit der Schilddriise bei der Wasserspitzmaus durchzu-
analysieren, um sie mit der Verdnderlichkeil der Driise bei den
Spitzmaus zu vergleichen.

Material und Methode

Das Material zu der vorliegenden Arbeit wurde im Naturstaats-
park in Bialowieza gesammelt. Die Fangtechnik wurde in den Arbeiten
von Delinel u. Borowski und Dehnel (1949) genau
beschrieben, die Préparierungstechnik der Schilddriise bei Insectinora
in der Arbeit von Dzierzykraj-Rogalska (1952).
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Die untersuchten Schilddriisen wurden meistens in iiberwiegender
Menge im lebenden Zustande dem Laboratorium zugestellt, aber auch
im Zustande der Todeserstarrung. Das Material wurde in Fliissigkeiten
von Bouin, Orth oder neutralem Formol fixiert. Die Paraffinschnitte
farbte man in Himatoxylin-Eosin und nach Azan. Um retikulire Fasern
nachzuweisen silberte ich sie nach Laguess.

Biologie der Wasserspitzmaus

Die Biologie der Wasserspitzinaus war schon mehrfach in wissenschaftlichen
Publikationen besprochen. Es scheint mir dennoch dass sie bisher verhaltnismassig
wenig genau bekannt ist. Nur neucre Arbeiten beriicksichtigend, kann man eine
Reihe von  Angaben bei Dehnel (1950), Price, Rudd und Bazan
(1956) vorfinden. Fiir meine Untersuchungen ist die Arbeit der Letztgenanntcn
besonders effektiv und zwar nicht nur aus dem Grunde, dass sie viele neue Angaben
darbietet, aber vor allem daher, dass das Material aus demselben Gelande stammte
und teilweise dieselben Individuen von mir ausgewertet wurden. Da nun meine
Arbeit nicht nur flir Zoologen aber auch [ir Histologen bestimmt ist, so erlaube
ich es mir, in Kiirze gewisse Angahen betreffs der Biologie der Wasserspitzmaus
darzustellen und zwar mit Beiicksichtigeng dessen was sich mit dem Thema meine:
Arbeit verkniipft.

Die Zeugungsperiode der Wasserspitzmaus beginnt im Vorfrihling, Die Ge-
schlechtsreife tritt Ende Marz ein und in der ersten Halfte des Monates April waren
alle eingefangenen Individuen schon geschlechtsaktiv. (Dehnel betitelt solche
Individuen als Oberwinterlinge). Das sind Tiere, welche im vorhergehenden Kalender
jahr geboren wurden. Diese Tiere erleben dhnlich wie wir dieses bei Spitzm#usen
beobachten, keinen zweiten Winter und sterben an Altersschwiche im zweiten Ka
lenderjahre ihres Lebens. Junge, aus den ersten Frithlingswiirfen stammende,
Wasserspitzmause werden im Gelande ungefahr ab ersten Juni eingefangen. Wie
es die Arbeit von Bazan erwiesen hat, so reifen Individuen aus dem ersten
Frihjahrwurf soglcich nach dem Verlassen des Neste an, so dass man schon Ende
Juni diberall junge schwangere Weibchen antrifft und junge Méannchen besitzen voll
entwickelte Gonaden. Junge aus dieser Generation verlieren schon im Frihherhst
ihre Geschlechtsaktivitit und ihre Gonaden unterliegen der Regression. Diejenigen
von ihnen, welche den Winter iiberleben, werden zum zweiten Mal im frihen Friih-
jahr, das ist im zweiten Kalenderjahr ihres Lebens wieder geschlechtsaktiv.

Junge, welche in der ersten Sommerhalfte geboren werden, erleben nur eine
kurze Periode der progressiven Entwicklung ihres Geschlechtsapparates, um nach
dem der Gonadenregression zu unierlingen, ohne vorher die Geschlechtsrelfe gehabt
“u haben.

Junge aus dem dritten und spéleren Wirfen, folgedessen Individuen, welche
in der zweiten Sommerhilfte oder cvtl. im Friihherbst geboren wurden, heginnen
berhaupt keine Geschlechtsreifeprocesse und sie reifen erst zum ersten
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Alel im Frihjahr als Uberwinterlinge an, Uberwinterlinge sind den ganzen Sommer
lang bis zu ihrem Tode geschlechtsaktiv. Es sci aber vorgemerkf, dass wir bei

Individuen welche bis zum Herbst leben einen Riickgang des Geschlechtsapparates
beobachten koénnen.

Wie es sich aus dem oben Erwihnte ergibt, haben wir
Vorfriihling bis Juli geschlechtsreife Individuen und zwar Oberwinterlinge und
Junge aber auch geschlechtsanreifende Junge oder solche, welche in den anfan-
glichen Phasen von progressiven Gonadenveranderungen stehen, aber auch noch
Junge vor Anfang von Progressionsveranderungen stehen.

im Material ab

Ab Sommerende bis Herbst einschliesslich haben wir jin Material geschlechts-
reife Uberwinterlinge und Junge aus den Frihlingswiirfen, aber auch geschlechts.-
unreife Junge,

Im Spatherbst u. Winter besitzen wir im Malerial nur Individuen mit Gonaden
vom jugendlichen Typus.

" Wasserspitzmause haben zweimal cinen reguliren Haarkleidwechsel. In der
frihen Frihlingsperiode beginnt bereits im Monat Mirz das Anwachsen des
Sommer-Haares. Im Herbst vollzieht sich bei Jungen der volle Haarkleidwechsel
in dem Monaten September u. Oktober (Winterhaar) und im November trift man
eingefangene Tiere im vollen Winterpelz an. Uberwinterlinge erleben im allgemeinen
die Periode des Haarkleidwechsels nicht mehr und bei einigen noch ausnahmweise
Oberlebenden vollzieht sich diese nur fragmentarisch.

Angaben betreffs der Uberwinterung der Wasserspitzméuse sind recht karg.
Man muss annehmen, dass sich diese Tiere in Bialowieza an den nichtzugefrorenen
Wasserflachen konzentrieren. Alle Versuche diesc Tiere im Winter einzufangen
gaben jedoch keinen guten Erfolg Mcine Beohachtungen betreffs der Veranderlich
keit und der Funktion der Schilddriise in der Periode. wo die Tiere in niedrigen Tem-
peratur ihr Dasein fristen. stiitzen sich auf eine kleine Anzahl des Materials.
Sich auf die Beobachtungen von Dchnel (1950) und Borowski stitzend.
sollte man annehmen, dass Wasscrspitzmause in der Winterperiode keiner so ticien
Depression unterliegen, welche sich durch Kovpergewichtsabnahme, Ausmassen-
reduktion und Schadelabflachung bemerkbar macht, was man bei Spitzmausen
festgestellt hat. Dehnel klart dieses wic folgt aul: Erstens sind diese Tiere
an Wasserbiotopen gebunden, zweitens leben  sie in weit mehr ausgegli-
chenen Lebenshedingungen besonders aber im Winter, drittens sind sie starker
und darum haben si¢ eine grosscre Moglichkeit bei der Futtererbeutung.

In meiner Arbeit aus dem Jahre 1952 teilte ich die unlersuchten Spitzmduse
in zwei Klassen und zwar aul geschlechtsunreife Junge im ersten Kalenderjahre
ihres Lebens und auf geschlechtsreife Uberwinterlinge im zweiten Kalenderjahre
ihres Lebens. '‘Diesc Einleitung aul zwej Altersgruppen, welche bei Spitzmause
chenen Lebensbedingungen besonders aber im Winter, drittens sind sie starker
nicht angwandt werden. Dehne! teiltc scin. Material in drei Klassen:

1) Junge geschlechtsunreife Individuen (M) ungeachtet des Geburtsmonates.

2) Junge Individuen (D), welche die Geschlechtsreife i ersten Kalender

jahre ihres Lcbhens erreicht hatten, ganz gleichgiiltig in welchem Monate sie cingefan-
gen wurden.
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3) Geschlechtsreife Individuen (P), im zweiten Kalenderjahre ihres Lebens,
anders pgesagt Oberwinterlinge.

Diese Einleilung erwies sich wiillirend meiner Arbait als zu sehr siatiseh und sie
deckle sich nicht mit den natiirlichen physiologischen Gruppierungen der Tiere.

Aus diesem Grunde ordnete ich das untersuchte, histologische Material etwas
anders an, als es Dehnel getan hatte und zwar:

[, Junge (M).

11, Geschlechtsreife Junge (D) und Uberwinterlinge (P).

I11. Individuen, welche im Herbst und Winter und zwar in dem Monaten von
Oktober  bis Februar eingefangen wurden und welche Gonaden vom
jugendlichen Typus aulwiesen (ganz gleich ob mit primaren oder re
gressiven Gonaden). Dicse Individuen bezeichnete ich mit Symbol — ,,R*"
Ich muss zugeben, dass ich vor allem d:.e Schilddrisen von Minnchen
untersucht hatle und zwar aus dicsem Grunde, dass ich bei ihnen ver.

hidltnisméssig leicht den jewciligen Zustand der Gonaden feststellen
konnte.

Histologische Beschreibung des Materials

I. Gruppe ,,M" — geschlechtsunreif.

Tiere aus dieser Gruppe haben, ganz gleichgiillig in welchem
Monat sie eingefangen wurden, Driisen von folgendem charakteri-
stischem Bilde. Die Schilddriise dieser Tiere besteht aus feinen ziemlica
regulir angeordneten Follikeln, welche einen kleinen Tropfen Kolloid
enthalten. Im Epithelium, welches die Follikeln bekleidet, be-
finden sich die Hauptzellen in Uberzahl, ab und zu aber
kann man Kolloidalzellen (von Langendorff) feststellen, deren zahlen-
iniissiges Verhiltnis in den verschiedenen Blischen verdnderlich isi.
Die Hauptzellen mit heller und feinkornigem Cytoplasma haben un-
sichtbare Grenzen. Diese Zellen sind wiirfelformig und machen den
Eindruck, als wenn sie aufgeschwollen wiren. Thre Kerne sind bldschen-
formig und so gross, dass sie fast die ganze Breite und Hohe des
Epitheliums einnehmen. Zwischen den Follikeln liegen zahlreiche pa-
rafollikulire Zellengruppen, welche aus 8 bis 12 Zellen bestehen. Sie
weisen eine grosse Ahnlichkeit mit den Hauptzellen aus dem Folli
kelepithel aul, aber sie kennzeichnen sich jedoch durch eine
hedeutend grossere Verwandtschaft mit den basischen Farbstoffen. Die
Zellen dieser Inselchen sind vicleckig mit deutlichen Zellengrenzen.
Ihr Cytoplasma ist dickfliissig, aber der Kern ist regular mit sich stark
farbender und kompakter Chromatinstroma.
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Das Bindegewebe zwischen den Follikeln ist unauffiillig. Es Irelen
jedoch deutliche Uberblutungen auf. Man kann hier eine grosse Anzahl
von erweiterien Kapillaren crsehien, welche die Blischen umschliessen,
aber auch Gefdsse von verschiedenem Kaliber, welche mit Blutkérper-
chen ausgefiillt sind.

Dieses oben beschriebene Schilddriisenbild junger, geschlechts-
unreifer Tiere, welches bei allen Individuen dieser Gruppe auftritt,
weist auf den Stand der vollen Aktivitit der Schilddriise hin, was
wohl héchstwahrscheinlich mit Entwicklungsprozessen dieser Indivi-
duen im Zusammenhang steht.

II. Gruppe — geschlechtsreife Junge und Uberwinterlinge.

a) Uberwinterlinge, welche in den Monaten von Miirz bis Juni ge-
fangen wurden.

Wie ich es erwahrt habe, (ritt im Vorfriihling bei Wasser-
spitzmiusen das Geschlechisreifen ein. Die Friihjahrsbrunst verlauft
bei diesen Tieren iihnlich wie bei anderen Soricidue.

Die Schilddriisen der Wasserspitzmiuse aus dieses Periode
enthalten kleine Follikeln, welche mit zylindrischen oder etwas
niedrigerem  Epithelium ausgekleidet sind. Diese Epithelium-
zellen besitzen runde oder bldschenartige Kerne mit deutlicher Chro-
matinstroma. Die Epitheliumzellen sind als wie geschwollen, regular
angeordnet und weisen deutliche Grenzen auf. (Phot. 1). Das Cylo-
plasma dieser Zellen ist feinkornig. Neben kleinen Blaschen liegen
zahlreiche Gruppen von parafollikuliren Zellen, in welche man zahl-
reiche Teilungen erblicken kann. (Phot. 2). Das am meisten charakte-
ristische Merkmal fiir diese Frithjahrsperiode ist die immer grésser
werdende Vascularisation dieser Driise. Fast bei jedem Blaschen sieht
man ein Netzchen von Kapillargefdssen. Zwischen den kleinen, sich
erst bildenden Follikeln beobachtet man eine enorme Anzahl von Ar-
teriolen und Kapillaren, welche mit Blut iiberfiillt sind. Hier und da
kann man Endothelium der Kapillaren beobachten (Phot. 3).

Das oben beschriebene charakteristische Bild der Schilddriisen
von Uberwinterlingen, welche im Friihjahr eingefangen wurden, zeugt
von einer angeregten intensiven Tatigkeit der Schilddriise.

Die Schilddriisen von friihzeitig, frithjahrlichen Tieren kennzeich-
nen sich durch eine als ob noch mehr intensive Driisenaktivitdt im
Verhiltnis zu Tieren, welche spater eingefangen wurden. Ich mdchte
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wohl diese Erscheinung mit dem in dieser Periode verlaufenden Friih-
jahrshaarkleidwechsel in Einklang bringen, aber es fallt mir schwer
hei dieser Ausserung zu verharren, denn das Material von Oberwin-
terlingen aus dem Vorfrithjahr war sehr klein.

b) Oberwinterlinge und geschlechtsreife Junge, von Juni bis
October.

Die Tiere weisen in dieser Periode den mikroskopischen Bau der
Schilddriise von demselben Typus auf.

Es ist schwer die Schilddriise der genannten Tiere als ein ,,funk-
tionales Ganzes” zu erortern. Sehr oft liegen neben den Bléschen,
deren Kolloid sich sehr intensiv [irbl, andere kleine Follikeln mit
hellem und vakuolisiertem also viel fliissigerem Kolloid. Dieses zeugt
von einer gewissen Autonomie der einzelnen Blédschen. In der Regel
jedoch besteht die Peripheriepartie der Driise in dieser Periode aus
grossen Blédschen, welche mit dickiliissigem Kolloid ausgefiillt sind.
In ihnen vollziehen sich auch die Ausscheidungs u. Resorptionsprozesse
selir langsam, wobei sie sich am spiitesten erblicken lassen. Seltener

sieht man wiisseriges Kolloid, was sich beim Farben mit Azan sehr gut
erblicken lasst.

Die Peripherie der Driise besteht aus grossen Randfollikeln, welche
mit unvakuolisiertem dickfliissigem und chlorophilen Kolloid ausge-
fi:llt sind. Mit Azan firbt es sich auf rot. Hier und da ist

jedoch die Peripherieparlie des Kolloides mehr wisserig und dann
nimmt sie eine blaue Farbe an (Phot. 4).

Das Epithelium, welches die Bldschen bekleidet, kann versch'e-
den aussehen. Es besteht aus wiirfelfdrmigen, gut abgegrentzten Zellen
mit runden Kernen. Das Cytoplasma dieser Zellen ist hell und vakuoli-
siert. Am hiufigsten treffen wir jedoch ein ganz niedriges Epithelium
an, welche, dunkle, abgeflachte und fast einheitlich ausgefarbte Kerne
aufweist. In vereinzelten Driisen der beschriebenen Periode tritt sehr
oft die Abblitterung der Zellen zum (gegen das) Licht der Blischen
auf. Die abgeblilterten Zellen sind zweierlei Art namlich: Die Einen
hesitzen sehr grosse Kerne mit gut erhaltener Chromatinstroma und
kérnigem Cytoplasma (Phot. 5), die Anderen sind kleine Zelle mit
piknotischen Kernen, welche sich intensiv ausfarben.
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Die Zentralpartic der Driise kennzeichnet in dieser Periode das
Erscheinen einer grossen Menge von ausserfollikuldrem Kolloid. In den
Driisen in welchen der Ausflussprozess des Kolloides ausserhalb der
Eldschen nur einen Teil der Driise mileinbegriffen hat, erhalten
sich noch in der Zentralpartie grosse Blischen, welche mit stark va-
kuolisiertem, fliissigem Kolloid ausgefiillt sind. Thr Epithelium besteht
aus Hauptzellen und Kolloidzellen (Zellen von l.angendorff). Die
Hauptzellen des Epitheliums sind sehr vergréssert und besitzen ein
sich blass ausfdrbendes, gewdhnlich stark vakuolisiertes Cytoplasma.
Die Haupt-—wie auch die Kolloidzellen besitzen auf ihren Gipfelpunkten
zahlreiche Ausbeutungen von verschiedener Gestalt und Ausmassen.
Die Gipfelpartien dieser Zellen werden entweder durch stark ge-
wisserte und vakuolisierle Cytoplasma gebildet, oder sie stellen sich
als kleine Gebilde dar, welche sich so wie Kolloid firben (Phot. 6).
Manchmal ist die ganze Gipfelpartie aufgedunsen und nimmt das Aus-
sehen einer einzigen grossen Blase an.

Im mehr avancierten Stadium dieses Prozesses beobachten wir einc
immer kleinere Anzahl von regulir gebauten Blischen und eine immer
grosser werdende Flache der Driise, welche durch das sich ausgeschie-
dene Kolloid eingenommen wird. In vereinzelten Follikeln, welche noch
Kolloid enthalten, verbleiben nur noch etliche Zellen von der Epithel-
bekleidung (Phot. 7), der Rest aber drang in das Licht des Bla-
schens und erlag dort der Auflésung. Durch eine Liicke, welche in der
Follikelwand entstand, bildel sich der Weg fiir das, sich ausserhalb
der Blaschen, ausgiessende Kolloid. Gleichzeitig sieht man in der starx
vakuolisierten Zellenmasse, welche ab und zu feinkérnig ist, schwim-
mende Epithelschniire (Phot. 8), welche von ehemaligen Bla-
schen stammen und welche aus Zellen bestehen, deren Kerne sich
einheitlich und intensiv ausfirben (Phot. 8). In manchen Driisen ver-
bleiben grosse reguliar geformte Blaschen nur noch auf der Peripherie.
Die Zentralpartie der Driise weist keinen follikelfsrmigen Bau auf
und sie ist mit Kolloid iibergrossen.

Die mikroskopischen Schilddriisenbilder der Tiere aus der be-
schriebenen Gruppe (Juni—Oktober) weisen ganz gewiss auf ecine
volle ja sogar verstarkte Aktivitat der Driise hin.

Man kann zwar hier und dort regressive Erscheinungen beobach
ten, welche auf der Verkleinerung und Abflachung der Driisenzellen
aber auch auf der Kernpyknose beruhen, aber diese treten jedoch, wenn
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man das ganze Driisenbild in Anspruch nimmt auf den weiteren Plan.
Die Blischen konnen in dieser Periode zusammenschrumpfen und
ihre Wiinde kannen sich biegen und platzen. Aul solche Weise entstehien
Epitheliumschniire und sich dunkel firbende Kerngruppen, welche,
direkt in dem {iberall ausgegossenen ausserblislichen Kolloid ,,schwim-
men”. Dank den im Follikelepithelium entstandenen Spalten durch-
trieft das Kolloid durch das schwache Bindegewebe, welches ein
System von Liicken und Spalten hat, in die Gefdsse und es gleicht
hochstwahrscheinlich auf diese Weise den grosseren Bedarf an Hor-
monen im Organismus aus. Wahrend der Zeit der erhohten Titigkeit
beobachtet man nicht eine gleichzeitige Vermehrung der Blutgefésse.
Die peripherisch liegenden Bliischen sind zwar mit einem deutlichen
Kapillarennetzchen umgeben, aber in Ter Medialpartie der Driise,
welche nur von der Kolloidmasse eingenommen ist, sieht man keine
Gefasse.

[11. Gruppe mit regressivem Geschiechtsapparat, welche von Okto-
ber bis Februar eingefangen wurden.

Alle Individuen aus dieser Gruppe befinden sich in der Vorberei-
tungsphase zum Winter. Wie ich es schon erwahnt habe, so rechne iclh
zu dieser Gruppe junge Tiere, welche im ersten Kalenderjahre ihres
Lebens noch nicht geschlechtsreif waren wie auch diejenigen Jungen,
welche geschlechtlich reiften und sogar geschlechtsaktiv waren und
welche im Spiitherbst regressive Gonaden aufwiesen. Nebenbei sei be-
merkl, dass der Geschlechtsapparal im Winter einer so starken Re
gression unterliegt, dass er sogar kleinere Ausmassen hat, als wir
dieses bei jungen geschlechtsunreifen Individuen im Sommer beo
bachten (Bazan 1955).

Die Schilddriise der Tiere aus dem Monat Oktober kennzeichnet
sich in ihrem ganzen Durchschnitt durch einen einheitlichen Bau. Es
hebt sich hier die Grenze zwischen der Driisenperipherie und ihrer
Medialpartie nicht so deutlich ab. Ihre Struktur ist im allgemeinen den
bekannten Buchbeschreibungen der Schilddriise angenahert (Phot. 9).

Fast alle Blischen sind mit hypostatischem, dickfliissigem Kolloid
ausgefiillt, welches sich mit Azan dunkelrot ausfirbt. Ee weist keine
Vakualisation auf, aber es ist dagegen stark aufgesprungen. Das Bla-
schenepithelium ist vielmehr niedrig und besteht aus wenig differen-
zierten Zellen mit fast durchsichtigem Protoplasma.
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Aus der oben erwiihnlen Beschreibung konnte man die Folgerung
ziehen, dass in dieser Periode sich ein allmiihlicher Schwund der Drii-
senfunktion vollzieht. In den Monaten November und Dezember treffen
wir eine immer stirker werdende Regression der Schilddriise an. Die
Schilddriise aus dem Winter kennzeichnet sich durch ein dickfliissiges,
sich stark ausfarbendes Kolloid. Gleichzeitig beobachten wir eine Ver-
minderung der Vakularisation und einen Anwuchs der Bindegewe-
bebasis.

Wir treffen hier auf eine Invasion von fremden Zellenelementen
mit langlichen Kernen von mezenchymatischer Abstammung, welche
durch ihr Anwachsen gewisse Partien der Driise einnehmen.

Bei einem im Januar eingefangenen Individuum (es muss unter-
strichen werden, dass im Janre 1955 im Januar in Bialowieza fast
Friithlingswetier herrschte) hat das Driisenbild ein schon elwas anderes
Ausschen. Auf der Peripherie treffen wir wiederum griéssere Folli-
kel in deren Licht sich die Zellen des Epitheliums abblal
tern. Das Epithelium dieser Zellen ist noch flach. Sie bestehen aus
homogenen Zellen mit dunklen verlingerien Kernen, welche parallel
zur Langsachse der Zelle liegen. In den Zentralpartien (Medialpartien)
der Driisen beginnen parafollikulire Gruppen zu erscheinen.

Aus diesermn Bau folgernd, konnte man in diesem Falle behaupten,
dass wir hier mit irgendwelchen einleitenden Vorbereitungen fiir die
zukiinftige intensive Driisenfunktion zu tun haben. Es fallt aber schwer
irgendwelche Behauptungen aui Grund nur eines Falles und wéhrend
eines so untypischen Winters, wie im Jahre 1955, aulzustellen.

Wie es aus der Beschreibung des histologischen Materials, was
schliesslich vorauszusehen war, hervorgeht, besteht ein enger Zusam-
menhang zwischen dem Geschlechiszyklus der Tiere (Midnnchen) und
der morphologischen Verdnderlichkeit der Schilddriise. Diese Er-
scheinung isl ganz unabhiingig vom Alter des Tieres (Dieselben Bil
der bei Exemplaren ,,D" u. bei ,,P”. Folgendes ist aber inleressant, dass
bei friihjahrlichen Uberwinterlingen in der Zeitspanne ihrer ersten
Brunst und Geschlechtsreifung die Aktivitdt der Schilddriise viel
starker ist als in der Sommer u. Herbstperiode, wo wir gleichfalls
Individuen in der Brunstperiode (P) oder Geschlechtsanreifungs
u. Brunstperiode (D) antreffen. Diese Erscheinung konnte man auf
verschiedene Weise auslegen. Es kann sein, dass sie nur mit dem Ge-
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schlechtszyklus verbunden ist. Wie es wohl bekannt ist (Bazan 1955)
kennzeichnen sich friihjahrliche Uberwinterlinge von Wasserspitz
mausen durch besonders stark entwickelte Gonaden, welche ihren
Ausmassen nach diejenigen von Uberwinterlingen oder von Individuen
aus der Klasse ,,D” aus dem Sommer u. Herbst iiberschreiten. Wic
ich es schon erwdhnt habe, verliuft die Brunst selbst bei diesen
Tieren in der Friihjahrsperiode bedeulend gewaltsamer im Vergleich
mit der Sommerperiode.

Man konnte jedoch die besonders intensive Funktion der Schild-
driise in der Friihjahrsperiode auch damit auslegen, dass gerade dann
ganz unabhéngig von Geschlechtsprozessen gleichzeilig der Friih-
jahrhaarkleidwechsel verlduit. Es ist allgemein bekannt, dass bei
Insektenfresser und speziell bei der Spitzmaus (Dzierzykraj-
Rogalska, 1952) diese Erscheinung von einer sehr intensiven
Funktion der Schilddriise hegleitet wird. Die friihjahrlichen, histologi-
schen Bilder der Schilddriise, welche bei Wasserspitzméusen beobachtet
wurden, kinnen etwa aus dem Zusammenspiel der beiden an sich ganz
unabhiingigen physiologischen Prozessen enistehen.

Einen gewissen Beweis dafiir, dass die Schilddriise bei den Wasser-
spitzmiusen in der Periode des Haarkleidwechsels sich aktivisiert,
bielen die von mir beobachtenen und beschriebenen Schilddriisenbilde:
von Tieren und zwar von Jungen aus der Gruppe (,,D”, welche im
Herbst eingefangen wurden.

Unzweifelhaft am interessantesten bei diesen Tieren ist das Ver-
halten der Schiilddriise in der IHerbst- und Winterperiode. In dieser Pe.
riode treffen wir nahmlich auf eine deutliche Hemmung in der Arbeit den
Driise. Eine ahnliche Erscheinung fand ich bei Spitzméiusen vor.
(Dzierzykraj-Rogalska, 1952). Solch ein Driisenbild
sleht im Widerspruch mit dem, was man erwarten sollle. Es sollie
eigentlich diinken, dass wir bei den Soricidue gerade irgend eine Hy-
perfunktion der Schilddriise erwarten sollten und dieses, wenn auch
nur im Zusammenhang mit der Notwendigkeit der Stirkung des Meta-
bolismus zur Erhaltung der Korpertemperatur in der Periode der
schweren Winterkilte. Solche Erscheinungen des Tétigkeitsriickganges
der Schilddriise trefien wir bei Winterschlifern (Chmielarczyk,
1948) an. Im gegebenen Falle fallen weder die Spitzmaus noch die
Wasserspitzmaus wiahrend des Winters in den Winterschlaf.
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An dieser Stelle muss erwithnt werden, dass wir bei der Spilz-
maus wie auch bei der Wasserspilzmaus aul sehr charakteristische
Gebilde aber hesonders bei in den Winterschal fallenden Tieren
treffen und zwar auf die sogenannten Winterdriisen (braunes Fett).
Diese Driisen sind bei den Soricidue sehr gul entwickell und ihre An-
wesenheit zeugl meiner Meinung nach davon, dass diese Tiere einst
wahrscheinlich in den Winterschlafl fielen, Bei diesen Insektenfresser
treffen wir gleichfalls auf eine sltark angedeutete Erscheinung der
Winterdepression (Abnahme des Korpergewichtes, der Ausmassen,
Knochenverdnderungen). Die Depressionserscheinungen konnen wir
natiirlich nicht ausschliesslich als Konsequenz von Futlermangel in
der Winterperiode halten, wenn sie auch dennoch in einem gewissen
Grade von den Hungererscheinungen abhiingig sind. Es kann also
sein, dass die von mir beobachtete Hypofunktion der Schilddriise in
der Winterperiode mit der Verringerung der Prozesse des Metabolismus
bei diesen Tieren im Zusammenhang steht. Dieses wiire eine eigenartige
Anpassungsfihigkeit zur Oberwindung der schweren Winterperiode.

Eine Antwort auf diese Frage koénnen nur eigenilich angesetzte
physiologische Untersuchungen dieser Tiere ergeben.

Ergebnisse

1. Die Schilddriise von Neomys jodiens Schreb. weist eine deu-
tliche Verinderlichkeit im Lebenszyklus des Tieres auf.

2. Die Schilddriisen von jungen, geschlechtsunreifen Tieren (M)
weisen ganz unabhiingig vom Monale, in welchem sie gefangen wurden
einen einheitlichen Bau der Driise aulf.

3. Dic intensivste Funktion der Schilddriise beobachten wir in der
Friihjahrsperiode bei Uberwinterlingen (Geschlechisanreifung und

erste Brunst). ]

4. Schilddriisen von geschlechtsreifen Jungen (D) und Uberwin-
terlingen (P) weisen in der Sommerperiode analogische Veranderun
gen auf, welche sich im Zustande einer angeregten Aktivitédt erhalten.

5. In der Herbst- und Winterperiode beobachten wir in den Schild-
driisen der Tiere, deren Gonaden sich in der Phase der Winterregression
befinden, eine Hemmung der Schilddriisentatigkeit.
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6. Eine angeregte Titigkeil der Schilddriise beobachten wir in der

Periode des herbstlichen Haarkleidwechsels. Wihrend des frithjihr-
lichen Haarkleidwechsels findet die Brunstperiode statt, welche es

rnmoglich macht den Einfluss dieses Prozesses auf die Schilddriise
gesondert zu betrachten.
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TAFELBESCHREIBUNG

Tafel VIIL
1. Im April gefangener Uberwinterling. Epithelzellen wie geschwollen.
Deutliche Zellengrenzen.

2. Im April gefangener Uberwinterling. Gruppen von parafollikuldren Zellen
in denen man zahlreiche Teilungen sicht.

Tafel IX.

3. Im April gefangener Uberwinterling. Zwischen den kleinen sich erst bil-
denden Follikeln beobachtet man eine grosse Anzahl von Arteriolen und
Kapillaren, welche mit Blut dberfiillt sind.

4. Geschlechtsreifer Junge, welcher im Juli gefangen wurde 'Die Driisenperi-
pherie ist aus grossen Randiollikel geform{, welche mit unvakuolisiertem,
dickfliissigem und chromophilem Kolloid ausgefiillt sind.

Tafel X

5. Geschlechtsreifer Junge welcher im Juli gefangen wurde. Zellenabbl5t-
terung in den Innenraum des Follikels.

6. Uberwinterling im Juli gefangen. Die Gipfelpartien der Epitheliumzellen
farben sich wie Kolloid 4

Tafel XI

7. Geschlechtsreifer Junge im August gefangen. In etlichen Follikeln welche
noch Kolloid enthalten verblieben nur noch einige Epitheliumzellen.

8. Oberwinterling in September gefangen. Im abgesonderten Kolloid schwim-
men Epitheliumschniire. welche von ehemaligen Follikeln stammen. Die
Kernen von Epithelzellen farben sich intensiv und einheitlich.

Tafel XIL

9. Junges Tier welches im Oklober gefangen wurde. Die Driisenstruktur
ist im allgemeinen den Buchbeschreibungen der Schilddriise angenahert.
Die Follikel sind mit dickiliissigem Kolloid ausgefiillt.



Sezonowa zmiennosc tarczycy I

STRESZCZENIE

. Tarczyca Neomys Jodiens Schreb. wykazuje wyrazng zmien-

nos¢ w cyklu zyciowym zwierzecia.

Tarczyca zwierzal mlodych (M) — niedojrzalych piciowo, bez
wzgledu na miesigc, w ktorym zosialy schwylane wykazuje
jednakowyg budowe.

Najbardziej wzmozong funkcj¢ gruczolu tarczycznego obser-
wijemy u przezimkow w okresie wiosennym (dojrzewanie
plciowe i pierwsza ruja).

Tarczyca mlodych dojrzalych plciowo (D) i przezimkow (P)
w okresie letnim wykazuje analogiczne zmiany utrzymujac si¢
w stanie pobudzcnej aktywnosci.

W okresie jesienno-zimowym, u zwierzat ktérych gonady
znajdujg si¢ w fazie regresji zimowej, obserwujemy wyrazne
zahamowanie czynnosci tarczycy.

Pobudzong czynno$é tarczycy obserwuje si¢ w okresie jesien-
nej zmiany uwlosienia. W okresie wiosennej zmiany uwlosie-
nia zachodzi okres rui, co uniemozliwia wyodrebnienie wplywu
lego procesu na tarczyce.
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PE3IOMLE

1. I1lluroBuanaa ixkeneaa Neomys fodiens Schreb. oGHapyu-
BaeT ACHO BhLIPAMKEHHYIO H3MEHYMBOCTb B KU3HCHHOM IMKIIE M-
BOTHOTO.

2. llluTroBHMIHHIe xeneabl MoOMOAKX ocobeit (M) — He MOCTUrHYB-
llIne ewe NnoJIoBO# 3pesIoCTH — 11e3aBUCUMO OT MecAlla, BO BPeMA KO-
TOpOro ObIJIN CIIOBJIEHE, XapaKTepu3ylOTCA OOWHAKOBHIM CTPUEHHEM.

3. Hau6Gonee nHTeHCMBHAA NEATENLHOCTh LIMTOBUAHON *Kejeahl
HabJonlaetcA y rnepesuMoBaRBiliX ocobGeil BecHOif (MmoaoBoe coapepa-
HHME M nepBaf TeyKa).

4. I[lluroBuauan ixeie3a MoJIOObIX MoJioBo3dpensix ocoGeil (D)
1 nepes3uMoBaBinNX ocobeit oOHapy*HMBaeT JIETOM AHAJIOTMYHBIE W3-
MeHeUMA, ylepHUBaAcCh B COCTOAHUM BO36Y:KIEHHOW AKTUBHOCTH.

5. B ocenHe-3auMHn{i mnepuox y ?KHBOTHBIX TOHadbl KOTOPBIX
HAXOOATCA B CTaAvM 3NMHeil perpecuu, nabionaercAd ACHO Bblpa-
"KeITHOC 3aTOPMOKeHHe [eATeIbHOCTH INTOBUAHBIX Heses.

6. Bo306y:neHHaA NEeATelbHOCTb IIIUTOBHINON KeJie3hl BBICTY-
naer B nepuol oceHHe#t cMcHBl Boimoc. Bo Bpema BecenHel cMeHm
BOJIOC HACTyMaeT MepUoOX TeYKH, BCIENCTBHE Yero HeT BO3MOMHOCTH
olipeNe/IiTb TOYHO, KaKoe BJIMAHUE ODTOT [pollecC OKA3HBAET Ha
LM TOBHAHYIO Kelleay.
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