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Badania skladu chemicznego narzadéw zwierzecych najszybciej i w najwiek-
szym zakresie rozwijaly sie¢ w kierunku oznaczania substancji organicznych. Lite-
ratura ostatnich lat takze dofyczy rozdzialu i oznaczania zwigzkéw organicznych
w materiale biologicznym, Niebroj (1958) badal chromatograficznie hormony
sterydowe jadra, jajnika i kory nadnercza. Oznaczaniem jonéw metalicznych w réz-
nych tkankach, narzadach i plynach ustrojowych zajmowali sie, jak podat Ho-
molka(1958): Korinek (1954),King(1946), Pincussen(1950), Lockchead
(1951) Biering (1944), Orange (1951) i Venture (1954). Wszyscy oni postugi-
wali sie metodami oznaczen kolorymetrycznych i objetoSciowych. Chromatogra-
ficznym rozdzielaniem jonéw metalicznych w materiale biologicznym zajmowat sie
Gordon (1955), ktéry badat wapn, magnez, potas i s6d we krwii. Raczinskij
(1954) przeprowadzil rozdzial zelaza, miedzi, kobaltu, manganu i niklu przy zasto-
sowaniu jako plynu rozwijajacego roztworu o skladzie: metylo-n-propyloketon-
aceton-kwas solny stezony (80:10:10). Bukowska (1958) za§ oznaczata chroma-
tograficznie zelazo, cyne i ol6w w konserwach rybnych. Nie spotkalismy dotad
prac dotyczacych badan chromatograficznych skladu mineralnego narzaddéw zwie-
rzecych.

MAT@RIAL I METODY

Badania przeprowadzono na watrobach psa, krdlika i szezura., 50 g watroby
pobranej natychmiast po =zabiciu zwierzecia przeplukiwano woda destylowana,
podsuszano na bibule i po pokrojeniu ostroznie odwadniano na parownicy. Po
calkowitym odwodnieniu i zwegleniu suchg pozostato$é¢ rozcierano w mozdzierzu.
Sproszkowana substancje powoli spalano, prazgc przez kilka godzin w tempera-



110 Zbigniew Frelek

turze 600—700°C. Do uzyskanego popiotu po ostudzeniu dodawano 2—3 ml kwasu
solnego stezonego i gotowano okolo 10 min. Roztwdér oddzielano od osadu na wi-
réwce przy 3000 obr./min. Po odwirowaniu otrzymano okolo 1 ml przejrzystego
zotozielonego plynu, ktéry stuzyl jako roztwdér podstawowy do rozdzielania chro-
matograficznego,
Po wyprébowaniu kilku ptynéw rozwijajgcych zastosowano ostatecznie roztwor
o skiadzie: n—butanol-aceton-kwas solny stezony (50:30:20), ktéry nadawal sie
tylko do jednorazowego uzycia, gdyz czernial i zmienial wlasnoéei. Chromatogra-
my rozwijano na bibule chromatograficznej Whatman Nr 3, ktérg cigto na paski
3 cm szerokie i 23,25 em dtugie. Przeznaczony do badania roztwoér podstawowy
nakrapiano na wysokosci okolo 1,5 ¢m mierzonej od linii zanurzenia bibuty do
plynu rozwijajgcego. Wielkoéé plamek wynosila okolo 1 cm $rednicy. Chromato-
gramy rozwijano w atmosferze nasyconej parg wodng (na dno komory wlewano
nieco wody) w komorach duzych, w ktorych mieécitly sie¢ 3—4 paski bibuly, badz
w komorach malych na 1 pasek. Na dno komory stawiano naczynka z plynem
rozwijajagcym. Kazda komora zamknieta byla od goéry korkiem. W korku umiesz-
czony byl drut zakonczony haczykiem, stuzacym do zawieszania bibulty. Giebokos¢
zanurzenia paska w roztworze rozwijajacym regulowano podcigganiem lub opusz-
czaniem drutu znajdujacego sie w korku. Czas rozwijania chromatograméw tech-
nikg wstepujgca wynosil okolo 5—6 godzin. Czolo wedrowalo w tym czasie okolo
19 cm. Po rozwinieciu chromatografowanej substancji paski suszono na powietrzu
i wywolywano w nastepujgcych piynach:
1) ditizon (0,029/ roztwér w czterochlorku wegla),
2) rubeanowodér (0,1% roztwér w alkoholu),
3) uranylocynkowy octan (nasycony roztwér w 1 n kwasie octowym),
4) szescioazotynokobaltan sodu (5% roztwor w wodzie),
5) magnezon (0,01%/, roztwor w 2 n wodorotlenku sodu),
6) zelazocyjanek potasowy (10 roztwér w wodzie),
7) roztwory 0,19/ nadmanganianu potasowego i 19/, szczawianu amonowego.
Material przeznaczony do badan histochemicznych utrwalano w alkoholu
absolutnym i po odwodnieniu zatapiano w parafinie. Skrawki mikrotomowe 10—
20, po odparafinowaniu uwadniano i poddawano dziataniu:

1) azotanu srebra wg metody von Kossa (1901) w celu wykrycia wapnia,

2) szecioazotynokobaltanu sodu i Zo6itego siarczku amonowego wg metody
Marza (1934) podanej przez Lisona (1953) dla wykrycia potasu.

3) zelazocyjanku potasowego wg metody histochemicznej na Zelazo podanej
przez Baginskiego (1951).

BADANIA WLASNE

Po wywolaniu na chromatogramach rozwinietych roztworem o skia-
dzie: n-butanol-aceton-kwas solny stezony (50:30:20) obserwowano
obecnos¢ trzech grup (a, b, ¢ plamek prze.dstawionych na ryec. 1.

L

a) W grupie pierwszej (Rf = 0—0,2) wykryto nastepujace metale:
W apn. Paski z rozwinietym chromatogramem zanurzano w roziwo-
rze szczawianu amonowego, wyplukiwano nadmiar odeczynnika wodg
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Ryc. 1. Chromatogram
uzyskany za pomocg
roztworu rozwijajgcego
o skladzie: n-butanol-
aceton-kwas solny ste-
zony (50:30:20); a —
pierwsza grupa metali

GO

@ (Ca, Na, K, Mg), b — Rye. 2. Chromatogram
druga grupa metali (Cu), uzyskany za pomoca
¢ —trzecia grupa metali roztworu rozwijajgcego

(Fe, Zn) o skladzie: etanol 96%0—
Chromatogram obtained 2n kwas octowy (80:20);
with the use of the de- a — potas, b — séd,
veloping solution: n- ¢ — wapn d — magnez
butanol-acetone-concen- Chromatogram obtained
trated hydrochloric acid with the use of the de-
(50:30:20); a — first veloping solution: etha-
group of metals (Ca, nol 96°% — 2n acetic
Na, K, Mg), b—second acid (80:20); a — po-
group of metals (Cu), —_ tassium, b — sodium,
¢ — third group of me- ¢ — calcium, d —

tals (Fe, Zn) magnesjum

I11.

Obecnos¢ kationéw wystepujacych w komérkach watrobowych mozna
bylo potwierdzi¢ réwniez na skrawkach mikrotomowych po zastosowa-
niu metod histochemicznych. Obserwacje przeprowadzono na komoérkach
watrobowych psa.

P ot as. Skrawki watrobowe utrwalone w alkoholu barwiono wg me-
tody Marza (1934). Mozna bylo obserwowa¢ intensywne wyczernienie
powstale w wyniku reakcji:

2K+ + Na3CO(N02)6 — KzN&CO(NOz)G + 2Nat

Otrzymany w ten spos6b szeScioazotynokobaltan potasowosodowy byt
osadem barwy z6lte], jednak stabo w mikroskopie widocznym. W celu
uzyskania lepszych wynikéw kobalt z Ky;NaCo(NO,)s przeprowadzano za
pomocg zoéltego siarczku amonowego w czarny CoS, ktory byt dobrze
widoczny. Odczyn ten obejmowal caly przekrdj komérek wagtrobowych.
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W obrebie cytoplazmy mozna bylo spotka¢ dosé liczne drobne ziarenka
siarczku kobaltu. Najwiekszg intensywno$¢ odczynu zaobserwowano na
obszarze jadra komoérkowego, ktére w calo$ci przyjmowalo zabarwienie
ciemnobrunatne lub czarne. Zabarwienie to w wiekszosci wypadkow
maskowalo jaderka. Tylko w nielicznych jadrach komérek watrobowych
widoczne byly blyszczace jaderka w liczbie jedno do kilku. W przestrze-
niach miedzybeleczkowych zraziko6w watroby wystepowato intensywnie
czarne zabarwienie.

Zelazo. Skrawki utrwalone w alkoholu wkladano na 24 godz. do
3% roztworu kwasu azotowego w alkoholu 95% o temperaturze 35°C.
Czynnoé¢ ta byla konieczna do uwolnienia zelaza zwigzanego w kom-
pleksach organicznych ,,zelaza ukrytego’”. Nastepnie skrawki barwiono
w ciggu 5 min. w roztworze 1,5% zelazocyjanku potasowego i 0,5%
kwasu solnego w réwnych ilosciach wg nastepujacej reakeji.

4Fe*t + 3Ky (Fe(CN)s) — Fey(Fe(CN)g); + 12K+

Niebieskie zabarwienie obserwowano na calym przekroju komoérek watro-
bowych. W obrebie cytoplazmy wystepowaly niebieskie ziarenka zelazocy-
janku zelazowego-biekitu berlinskiego. Najintensywniej zabarwione bytly
jadra komorkowe. Jaderka reakcji barwnej nie dawaty. Zabarwienie bylo
trwale i po odwodnieniu i zamknieciu w balsamie kanadyjskim utrzymy-
walo sie dluzszy czas. Przeprowadzone proby barwienia rodankiem po-
tasowym w celu otrzymania czerwonego rodanku zelazowego pozwolily
uzyska¢ reakcjq dodatnia, jednak zabarwienie znikalo bardzo szybko.
Wyzej uzyskane wyniki zabarwiania zelaza zelazocyjankiem potasowym
i rodankiem potasowym potwierdzily badania Grzyckiego {1946),
ktéory miedzy innymi wykrywat zelazo w komoérkach watrobowych kré-
lika bialego. Stabsza reakcje na zelazo mozna bylo obserwowaé w Srod-
kowych czesciach zrazikéw watroby, a najslabsza w okolicy zyly s$rod-
kowej. W komoérkach ukladu siateczkowo-§rodblonkowego watroby
odczyn ten byl zawsze intensywniejszy niz w komoérkach migzszowych.

Wapn. Do wykrywania wapnia w komoérkach watrobowych $lima-
kaGrzyckiiKroélikowska (1956) stosowali metode von Kossa
(1901), uzyskujgc wyczernienie bezbarwnych ziarensk wystepujgcych
w cytoplazmie. Podobne wyczernienie ziarenek obserwowano w komér-
kach watrobowych psa. Zastosowanie metody von Kossa (1901) w ce-
lu wykazania obecnosci zwigzkéw wapnia w komérce watrobowej psa
pozwolito przekona¢ sie, ze wykrywany wapn rozmieszczony byl w dosé
charakterystyczny sposéb. We wszystkich komoérkach watrobowych znaj-
dowaly sie liczne ziarna srebra, powstale w wyniku zastgpienia wapnia
w zwigzkach, a gléwnie w kwasnym fosforanie wapnia. W warunkach
reakeji mogl powstawa¢ fosforan srebra, ktory jest trudniej rozpusz-
czalny od fosforanu wapnia. Nastepnie na $wietle w wyniku reakeji
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fotochemicznej srebro zredukowane do postaci metalicznej wystepo-
walo jako czarne, drobne ziarenka.
Ag?t + hv— Ag

Ziarna te zawsze rozmieszczaly sie na jednym z biegunéw komorki
watrobowej. Na pozostalym obszarze cytoplazmy nie mozna bylo ich
obserwowac. Drobne i nieliczne ziarna wystgpowaly réwniez na terenie
jadra komodrkowego. Biegunowe rozmieszczenie soli wapnia w komorce
watroby moglo byé¢ prawdopodobnie wynikiem polarvzacji czynnoscio-
wej tych komoérek lub tez, co jest mniej prawdopcdobne, wynikiem prze-
suniecia jonéw w czasie utrwalania.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Uzycie metody chromatograficznego rozdzialu jonéw metalicznych
watroby roéznych zwierzat umozliwilo w pierwszej fazie naszych badan
wykazanie obecnosci szeregu metali wystepujgcych w tym gruczole,
Metoda ta pozwolila wykaza¢ istmienie réznych kationdéw zachowujacych
sie odmienmie pod wzgledem ich rozmieszczenia na chromatogramie.
W neszych badaniach wartosci Rf dla poszczegdélnych metali wynoszg:

1. Przy zastosowaniu roztworu rozwijajacego o skladzie: n-butanol-
aceton-kwas solny stezony (50:30:20):

Rf Metale
0—0,2 K, Na, Ca, Mg
0,5 Cu
0,9—1 Fe, Zn

2. Przy zastosowaniu roztworu rozwijajacego o skladzie: etanol
96%0 — 2n kwas octowy (80:20):

rf Metale
0,46 K
0,55 Na
0,66 Ca
0,73 Mg

Te same wyniki prawdopodobnie mozna byloby osiggnaé stosujac
chromatografie dwukierunkows. Najpierw rozwija¢ w roztworze butanol-
aceton-kwas solny stezony (50:30:20), a nastepnie po wysuszeniu i obré-
ceniu bibuly o 90° w roztworze etanol 96% — 2n kwas octowy (80:20).

Metoda chromatograficznego rozdziatlu jondéw metalicznych wymagata
uzycia odpowiednich roztworéw rozwijajacych { substancji wywoluja-
cych ze wzgledu na rozng granice czulosci oraz stezenie badanych me-
tali. W watrobie psa mozna bylo wykazaé poza potasem, sodem,
wapniem, magnezem, zelazem i cynkiem rbéwniez
i miedz, ktorej nie udalo sie stwierdzi¢ w watrobie szczura i kro-
lika. Mozna bylo sadzié, ze badane przez nas psy zawieraly wigkszy
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procent miedzi w watrobie od watroby krélika i szczura, wystarczajgcy
do utworzenia w naszych warunkach dos$wiadczenia widocznej plamy
z roztworem rubeanowodoru.

Zastosowanie odczynow histochemicznych na potas wg metody
Marza (1934), na wapn wg metody von Kossa (1901), na zelazo wg
metody podane] przez Baginskiego (1951) pozwolilo potwierdzic
obecnos$¢ oraz przeanalizowa¢ rozmieszczenie wyzej wymienionych me-
tali w komoérkach watrobowych. Zastosowanie metody chromatograficz-
nej 1 histochemicznej dalo wyniki zgodne w obu przypadkach. Potwier-
dzenie obecnosci poszczegoélnych metali przez obie metody pozwolilo na
wzajemng kontrole i uzyskanie wynikéw rzeczywistych.
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PE3IOME

ABTOpOM mpM IOMOLM XpoMaTorpachMiecKoro MeroZia OOHAPY2KEHO
HaJM4ye KaJus, HATPUA, ¥KeJjes3a, KaJauis, MariHus, LUMHKA ¥ Megu
B HIeueHy cobaky, KpPoJMKa M KpbIchl. IlpumeHAAa AMA NpoABIEHUS XPo-
MaTorpaMMbl CMech pacTBOpUTeseii: n- OyTaHOJ — aleToH — KOH-
HEeHTPUPOBaHHaA coJdaHas Kuciaora (50:30:20), asrop obHapyXua Tpu
rpyunbLl MeTaJlJIoB: a) B cocraB mepsolt rpynnel ¢ Rf 0—0,2 soumm Ca,
Na, K, Mg, 6) Bo BrOpoit rpymme ¢ Rf 0,5 Ovplna obHapy:KeHa Meb,
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KOTOPYIO B yCJOBMAX OIBITA yHAJOCh OOHApPYXKUTL JMIUbL B IeYeHVU CO-
6aky, B) B Tperheit rpynne ¢ Rf 0,9—1 obOxHapyxeHo xkeme3o ¥ IMHK.

IIpn npumenenmm cmecu pacrBopuTeseif: staHos 96% — 2n ykcyc-
Haa Kuciaora (80:20), meTasnbl, BXOAAIIME B cocTaB rpynnb! a (pmuc. 1)
pacromoxuianuch Ha XpoMarorpamme caegyoouwmm obpasom: Rf 0,46 —
kasmit; Rf 0,55 -— watpwit; Rf 0,66 — xraaemmt; RE 0,73 — marHuit.

Tucroxmmmueckn Goumm obciefoBaHbl MMKPOTOMOBBLIE CPe3BI TOJIIM~
HoMt 10—20n 13 medeHym coDaky OJid BBIABJCHMS KaJblMA TIO METOAY
von Kocca (1901), xamma — no weromy Mapua (1934) un keneza
o MeToAy, pa3paboraHHoMy Barmucxuwm (1951).

IlonyuenHble pe3yabTaTh! HOATBEPAMIM HaJuuMe, a TaKxKe I103BO-
JIMJIV IIPOAaHANM3IUPOBAThL pasMeIlleHKe BBINIEYIIOMAHYTHIX METaJIJIOB B Ile-
9eHOYHBIX KJeTkKaxX. IIpumeHenme xpomartorpadmieckoro M TIMCTOXUMMU-~
YecKOr0 METOJOB HAaJI0O Pe3yJbTAaThl CcXOAHBle B 00oux caydaax. Ilox-
TBEPXKJEHNE HaAJAMIMA OTAEJLHBIX METAJJIOB 000MMM MeTo[amMM JaerT
BO3MOXKHOCTE IIPOBOJMTH CAMOKOHTPOJIbL M IIOJYYUTH BIIOJHE HOC-
TOBEpHBIe pPesyJbTAThI.

Puc. 1. XpomaTtorpamMa, mnoJydYeHHas OpPH NpPHMEHEHHH CMeECH pacTBOpHTeJeil: n-
6yraHos, — auUeTOH — KOHUEHTPHPOBaHHas coasiHast Kucjotra (50:30:20), a — mepsas
rpynna meramios (Ca, Na, K, Mg), b — Bropas rpynna Meramios (Cu), ¢ — TpeTbs
rpynna Merasnos (Fe, Zn)

Puc. 2. XpomartorpamMma, nojayyenHas ipE NPHMEHEHHH CMECH pacCTBOPHTeneil: 3Ta-
101 96% — 2n ykcycHas kucyota (80:20), a — xaauil, b — Hatpui#l, ¢ — KanAbUHH,
d — MarHuft

SUMMARY

The purpose of the present investigations was to demonstrate by
a chromatographic way the presence of potassium, sodium, iron, calcium,
magnesium, zinc and copper in the livers of dogs, rabbits and rats.
Using the following developing system: n-butanol-acetone-concen-
trated hydrochloric acid (50:30:20), the author demonstrated three groups
of metals: a) in the first group, characterized by Rf = 0—0.2, Ca, Na,
K and Mg were present; b) in the second group of Rf = 0.5 copper was
present, which under the conditions of the present experiments could
be found in the liver of the dog only; ¢) in the third group of Rf =
0.9—1 iron and zinc were demonstrated.

With the use of the developing solution composed of ethanol 96%
and 2n acetic acid (80:20), chromatographic distribution of the metals
belonging to group a (Fig. 1) was as follows:
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Rf 0.46 — potassium
Ri 0.55 — sodium

Rf 0.66 — calcium

Rf 0.73 — magnesium.

Histochemical examination of microtome sections 10—12p thick of
the dog liver were aimed at demonstrating calcium by the von Koss
method (1901), potassium by the M ar z method (1934), and iron accor-
ding to the method given by Baginski (1951).

The results confirmed the presence of the metals mentioned above
and made it possible to analyse their distributicn in the liver cells.

The results obtained by the chromatographic and histochemical
methods were compatible. Thanks to the confirmation of the presence
of the separate metals by both methods, it was possible to compare and
verify the results,
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