ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA
LUBLIN —POLONIA
VOL. XXIX, 34 SECTIO D 1974

Instytut Medycyny Pracy i Higieny Wsi w Lublinie
Dyrektor: prof. dr hab, n. med. Wiestaw Hotobut
Zaktlad Histologii i Embriologii. Instytut Biologiczno-Morfologiczny. Akademia Medyczna
w Lublinie
Kierownik: prof. dr hab. n. med. Stanistaw Grzycki

Zofia STANKIEWICZ, Krystyna CZERNY

Ciezar ciala oraz histochemiczny obraz niektorych narzadow migzszowych
szczurow zywionych roslinami z rejonéw zanieczyszczonych
zwigzkami azotu

Bec tena u rucroxumuueckas KaPTUHA HEKOTOPbLIX MAPEHXHMMATO3HLIX OPraHOB KpPWIC,
KOTOPbIe NUTANUCL PACTEHMAMM, BbipAULEHHbIMK B paﬁoue, 3arpA3HEHHOM A430THbIMH
COeAMHEHN AMMH

Body Weight and Histochemical Picture of some Parenchymatous Organs
of Rats Fed with Plants from Areas Contaminated by Nitrogen Compounds

Dotychczasowe badania wplywu przemystowych zanieczyszczen s$rodowiska
zwigzkami azotu mineralnego, dotyczyly glownie zmian skladu chemicznego roélin
uprawianych w rejonie zakladéw azotowych, pojawiania sie w nich nadmiernej
ilosci azotanow, oraz strawnosci i przyswajalno$ci bialek roflin uprawianych w
roznej odleglodci od glownych #rédel zanieczyszczenia atmosfery i gleby zwigzkami
azotu mineralnego glownie tlenkami azotu, amoniakiem (5, 6, 7, 8, 9). W dalszym
etapie prac zmierzajacych do wyjaénienia zmian biologicznych wlasciwoéci odiyw-
czych ro$lin uprawianych w rejonach przemyslowych zanieczyszczenn Srodowiska
zwigzkami azotu mineralnego podjeto badania, ktorych celem bylo okreSlenie wply-
wu podawania zwierzetom diet zawierajacych rosliny z upraw o réznym stopniu
zanieczyszczen na ciezar ciala oraz histochemiczny obraz tkanek watroby i tarczycy
zwierzat do$wiadczalnych.

MATERIAL I METODY

Roéliny: zielonki owsa i kapuste pastewna, pobierano z do§wiadczalnych upraw
polowych zlokalizowanych w odleglo$ci okolo 300 m od wytworni saletry amonowej
i z pol kontrolnych oddalonych od zakladu przemystowego o okolo 6 km. Szczegdly
dotyczgace warunkéw upraw, pielegnacji i zbioru, opisane zostaly w pracach Siuty
i wspétpr. (4). Do$wiadczenia biologiczne przeprowadzono na 96 szczurach szczepu

13 Annales, sectio D, t. XXIX



290 Zofia Stankiewicz, Krystyna Czerny

Tab. 1. Skiad diet
The composition of

Svymbol Zawartosé
A ymbo
Rodzaje diet diety Produkt rejon
badany upraw
Diety zawierajgce réwne ilosci pro- Ow. A I Owi Azoty 35,0
duktow Ow. K I wies Kontrola 35,0
Diety zawierajace rowne ilo§ci bia- Kap. A II Azoty 25,0
tek badanych roélin Kap. K II Kapusta Kontrola 25,0
Diety wzbogacane kazeing i glute- Kap. A III Azoty 20,0
nem Kap. K III Kapusta Kontrola 49,0

Wistar w wieku 30 2 dni o $rednim poczatkowym ciezarze ciala okolo 60 g. Spcibb
doboru i karmienia zwierzat byl zgodny z metodyksa zalecana przez Millera
i Bendera (1, 2). Zwierzeta przez okres 90 dni karmiono ad libitum dietami,
ktorych sklad ilustruje tab. 1. Diety przygotowano wg schematu diety bezbialtko-
wej Millera i Bendera wprowadzajac na miejsce skrobi pszennej, susze
zielonki owsa lub kapusty w ilosciach zaleznych od celu zaloZonego w do$wiadcze-
niach. Skiad diet do§wiadczalnych ilustruje tab. 1.

W doswiadczeniu pierwszym zwierzeta otrzymywatly diete I (symbole diet Ow.
A I, Ow. K 1) zawierajgce jednakowe ilo$ci suszow zielonki owsa oraz z upraw
do$wiadczalnych i kontrolnych.

W doéwiadczeniu drugim zwierzeta otrzymywatly diete II (symbole diet K. A II
i K.K. II). Zawierala ona rowniez dodatek jednakowych ilosci suszu kapusty z obu
poréwnywanych rejondéw upraw. Podawanie zwierzetom tych diet powodowals
znaczne roéinice zawarto$ci biatka w pozywieniu zwierzgt grupy do$wiadczalnej
i kontrolnej, co bylo spowodowane blisko dwukrotnie wyzsza zawarto$cia azotu
ogbélnego i biatka (N X 6,25) w produktach z rejonu zakladow azotowych. Diety te
byly jednak dobrym modelem dla okreS§lenia zmian biologicznej wartosci odzyw-
czej ro$lin z pol doswiadczalnych i kontrolnych.

W do$wiadczeniu trzecim podano zwierzetom diety zawierajace optymalng
ilo§¢ biatka dla szczurdéw (okolo 28 g% BD) symbole diet K.A. III i K.K. III, wzbo-
gacono ja dodatkiem jednakowej ilo$ci kazeiny i glutenu. Podczas doswiadczenia
zwierzeta przetrzymywane byly w jednakowych warunkach i otrzymywaly badane
diety i wode ad libitum. Kontrole ciezaru ciala zwierzgt przeprowadzano poczatko-
wo co dwa dni, a po 14 dniach obserwacji co 7 dni oznaczajac przy tym spozycie
diety.

P8 zakonczeniu do$§wiadczen zwierzeta usypiano. Cze§¢é materialu przekazano
do badan sktadu chemicznego ciala. Od szczuré6w wybranych z kazdej grupy do-
§wiadczalnej droga losowg pobrano do badan histochemicznych tkanki watroby
i tarczycy. Jedna cze$é tkanki watroby utrwalano w plynie Bakera (10). Na pre-
paratach cietych na mikrotomie mrozeniowym wykonano odezyny na aktywno$é
enzymo6w: fosfatazy kwasnej metoda wg Gomoriego oraz pirofosfatazy tiaminowej
wg Nowikoff i Goldfischer (3). Badano réwniez tluszcze, barwigc preparaty bleki-
tem Nilu. Druga cze$¢ tkanki odwadniano i zamykano w parafinie. Skrawki bar-
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doSwiadczalnych
experimental diets

skladnikow w %%

i skrobia Mieszanki
kazeina gluten pszenna sacharoza smalec - )
wit. min.
— —_ 25,0 15,0 15,0 5,0 5.0
- — 25,0 15,0 15,0 5.0 5,0
— —_ 35,0 15,0 15,0 5,0 5,0
—_ — 35,0 15,0 15,0 5,0 5,0
3,0 20.0 20,0 15,0 15,0 5,0 2,0
3.0 20,0 — 15,0 15.0 5,0 2,0

wiono hematoksyling i eozyng oraz wykonywano reakcje histochemiczne na cu-
krowce: odczyn PAS na mukopolisacharydy obojetne i barwienie blekitem alcja-
nowym, wykazujgce obecno§¢ mukopolisacharydow kwasnych. Inne wycinki watro-
by utrwalano w mieszaninie bezwodnej wg Gendre, zamykano w parafinie i na
preparatach wykazywano obecno$é¢ glikogenu, stosujac przy tym amoniakalny roz-
twor karminu Besta. Preparaty kontrolne trawiono diastazg krystaliczng. Wycinki
tarczycy, utrwalane wg Bakera, odwadniano i zamykano w parafinie. Preparaty
barwiono hematoksyling i eozyng oraz wykonywano reakcje histochemiczne na mu-
kopolisacharydy obojetne i kwasne metodami stosowanymi w badaniach watroby.

'

WYNIKI BADAN 1 ICH OMOWIENIE

Spozycie i wydajnosé wzrostowa diety 1 zawierajgcej dodatek row-
nych ilosci suszow zielonki owsa z upraw doswiadczalnych i kontrolnych
ilustruje tab. 2. Zestawione w tabeli wyniki wskazujg, ze zywigc zwie-
rzeta dietg z dodatkiem 95% zielonki owsa z rejonu do$wiadczalnego Azo-
ty, uzyskiwano wyzsze przyrosty ciezaru ciala szczuréw (0,70 g na szczu-
ra na dobe w poréwnaniu z kontrolg: 0,25 g na szczura na dobe). Dla
uzyskania 1 g przyrostu rzeczywistego ciezaru ciala nalezalo podaé zwie-
rzetom karmionym dietg zawierajgcg owies z rejonu do$wiadczalnego
Azoty blisko trzykrotnie nizsza ilos¢ diety. W $wietle tych wynikéw
stwierdzi¢ mozna, ze dodatek zielonki owsa z rejonu Azoty pozwala na
osiggniecie wyzszych przyrostow ciezaru ciala badanych zwierzat w po-
rownaniu do przyrostow zwierzgt grup kontrolnych.

7 uprzednio prowadzonych badan skladu chemicznego ro$lin wynika,
ze kapusta uprawiana w rejonie przemystowym zawierala znacznie wyz-
sza zawarto$é azotu ogoélnego, blisko trzykrotnie wyzszg zawarto§¢ azota
néw, przy nizszej zawarto$ci blonnika i popiotu w poréwnaniu do roslin
z upraw kontrolnych, W tab. 2 przedstawiono spozycie oraz przyrosty
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Tab. 2. Srednie spozycie, wydajno§é wzrostowa oraz przyrosty cigzaru ciala (po-
zorny i rzeczywisty) zwierzat zywionych dietami zawierajacymi dodatek réwnych
ilo§ci badanych suszéw zielonki owsa i kapusty
Average uptake, growth yields and body weight gains (apparent and real) in the
animals fed diets containing equal amounts of the dried green mass of oats and
cabbage

Zielonka owsa z upraw Kapusta z upraw
Azoty Kontrola Azoty Kontrola

Spozycie diety wg szczura na dobe 3,1 3,2 3,02 2,87
Przyrost ciezaru ciala w g/sz/dobe

pozorny —0,25 —0,56 - -—

rzeczywisty —0,70 —0,21 0,48 0,43
Spozycie diety na 1 g przyrostu rze-

czywistego 4,43 12,80 6,68 6,80
Stosunek przyrostu rzeczywistego do

ilosci spozytego biatka NPR 2,68 1,31 1,6 2,1

cigzaru ciala zwierzat zywionych dietami zawierajacymi 25% dodatek su-
szow kapusty z obu poréwnywanych upraw. Pomimo blisko dwukrotnie
wyzszej zawartosci biatka w diecie z dodatkiem suszéw kapusty z upraw
doswiadczalnych, rzeczywiste przyrosty ciezaru ciata zwierzat karmio-
nych tg dieta, nie byly wyzsze w poréwnaniu do przyrostow zwierzat
kontrolnych.

W doswiadczeniu 1II, w ktérym zastosowano diety zawierajace opty-
malng dla szczuréw zawartos¢ biatka, uzyskiwano zblizone przyrosty cie-
zaru ciala obu poréwnywanych grup zwierzat (tab. 3).

Badania histochemiczne tkanek watroby szczuréw karmionych dietg
zawierajaca 35% zielonki owsa z rejonu Azoty wykazywaly zywa aktyw-

Tab. 3. Poro6wnanie $rednich przyrostéw ciezaru ciala oraz ilo§ci spozytej diety
i biatka w do§wiadczeniu III prowadzonym w stanie wzrostu (28 g% BD)
A comparison between the average gains in body weigths and the uptake of diets and
protein in experiment III during growth (28 g% BD)

Kapusta z upraw

Azoty Kontrola

Ilo§¢ spozytej diety

w g/szczura/dobe 8,5 8,4
Przyrost ciezaru ciata
w g/szczura/dobe 2,78 2,69

Stosunek przyrostu pozornego
do ilo$ci spozytego biatka
(PER) 1,23 1,26
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no$¢ fosfatazy kwasnej i pirofosfatazy tiaminowej (ryc. 1). W centralnej
cze$ci zrazikéw wystepowalo duze mukopolisacharydéw obojetnych oraz
glikogenu. W badanych preparatach nie stwierdzono stluszczenia watroby.
Wyglad pecherzykéw oraz intensywnos¢ odezynéw histochemicznych tar-
czycy zwierzat nie roznily sie od wystepujacych u zwierzgt zdrowych
hodowanych w warunkach do$wiadczalnych. W przypadku karmienia
zwierzat dietami zawierajgcymi susze zielonki owsa z rejonu Azoty, nie
stwierdzono niekorzystnych zmian zaréwno w badaniach tkanki watro-
bowej, jak i gruczolu tarczycowego. Silniejsza w poréwnaniu do kontroli
aktywnos¢ badanych enzymoéw, zdolnosé watroby do gromadzenia gliko-
genu, fakt ze w preparatach nie stwierdzano wystepowania stluszczenia
komoérek, przemawia¢ moga nawet za dodatnim wpltywem produktu uzys-
kiwanego z p6l doswiadczalnych w rejonie Azoty.

Wyniki badania watroby szczuréw karmionych dietami zawierajgcymi
dodatek jednakowych ilosci kapusty z obu poréwnywanych rejonéow
wskazuja, ze budowa zrazikéw watrobowych szczuréw karmionych pro-
duktem z rejonu Azoty byla zatarta, a przestrzenie okolonaczyniowe sze-
rokie. Obserwowano slabg aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej (ryc. 2) oraz
stluszczenie hepacytéw we wszystkich strefach zrazikéw. Nalezy przy
tym podkresli¢, ze w preparatach przygotowanych z tkanek watroby zwie-
rzat z grup kontrolnych réwniez czasami spotykano dezintegracje bele-
czek watrobowych, poszerzenie przestrzeni okotonaczyniowych. Odczyn
na fosfataze kwasng byl na ogél dyfuzyjny, staby byl réwniez odczyn na
aktywno$¢ TPP-azy, watroba byla czesto stluszczona. Badania watroby
szczurdéw karmionych dietg wzrostows z dodatkiem kapusty z rejonu Azo-
ty wykazaly zywa aktywno$¢ enzymoéw, silne odezyny na mukopolisacha-
rydy (ryc. 3) i glikogen. Nie obserwowano réwniez stluszczenia. Prepara-
tv przygotowane z tkanek zwierzat grup kontrolnych nie réznily sie od
preparatow tkanek zwierzat zywionych dietg fizjologiczng.

Badania tarczycy szczuréw karmionych réwng iloScig kapusty z rejo-
nu Azoty wykazaly splaszczenie komérek nablonka gruczolowego i obfity
koloid. W tarczycy obu grup zwierzat spotykano slabo aktywne peche-
rzyki z niskim nablonkiem wydzielniczym i obfitym koloidem wewnatrz
pecherzykéw (ryc. 4). W tkankach szczuréw karmionych dieta wzrosto-
wa nablonek pecherzykow byl czesto plaski. Wewnatrz pecherzykow
stwierdzano obfity koloid oraz duze nagromadzenie tkanki lgcznej miedzy
pecherzykami gruczotowymi.

Podawanie zwierzetom diet zawierajgcych dodatek kapusty Azoty po-
woduje, ze nie wplywajg one dodatnio (jak to mialo miejsce w przypad-
ku zielonki owsa) na obraz tkanki watrobowej. Odczyny dyfuzyjne na
aktywno$é fosfatazy kwasnej wskazywaé moga nawet na uszkodzenla
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narzadu. Podkres$li¢ nalezy réwnocze$nie, ze zmiany w narzadach obser-
wowano réwniez w grupie zwierzat zywionych dietami zawierajacymi ka-
puste uprawiang w rejonie kontrolnym. Uzyskane wyniki badan histo-
chemicznych tkanek watroby i tarczycy zwierzat karmionych dietami za-
wierajgcymi dodatek réznych ilosci kapusty przemawiajg za ujemnym
wptywem dodatku kapusty na obraz badanych narzadow. Ostateczne
wnioski mozna bedzie wysunagé¢ po obserwacjach dlugotrwatych i wielo-
pokoleniowych.

WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw nalezy przyja¢, ze: 1) podawanie
zwierzetom diet zawierajacych susze zielonki owsa z upraw w rejonie
przemystowych zanieczyszczen zwigzkami azotu nie powodowalo w ba-
danych cechach zmian wskazujgcych na ujemne skutki skarmiania, 2) zy-
wienie zwierzat przez okres 90 dni dietami zawierajgcymi 25% dodatek
kapusty powodowalo wystepowanie zmian przemawiajgcych za ujemnym
wplywem na wzrost zwierzat oraz histochemiczny obraz badanych na-
rzadow. '

Nadmiar azotu pozabiatkowego w roslinach uprawianych w rejonie
przemystowych zanieczyszczen, moze ogranicza¢ wykorzystanie niekté-
rych gatunkéw roslin do bezposredniego zastosowania ich w zywieniu.
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OBJASNIENIE RYCIN

Ryc. 1. Watroba szczura zywionego zielonka owsa z rejonu zanieczyszczonego.
Dieta I. Iatensywny odczyn histochemiczny na aktywno$§é TPP-azy. Pow. 1200 X.

Ryc. 2. Watroba szczura zywionego kapusta z rejonu zanieczyszczonego. Dieta
II. Widoczny do$éé¢ slaby odezyn na aktywnos¢ fosfatazy kwas$nej. Pow. 1200 X,

Ryc. 3. Watroba szczura zywionego kapustg z rejonu zanieczyszczonego oraz
kazeing. Dieta wzrostowa III. Intensywny odczyn histochemiczny PAS na muko-
polisacharydy obojetne. Pow. 1200 X.

Ryc. 4. Tarczyca szczura zywionego kapustg z rejonu zanieczyszczonego. Dieta
I1I. Preparat przegladowy barwiony hematoksyling i eozyna. Nablonek gruczotowy
plaski, w pecherzykach obfity koloid. Pow. 1200 X.

PE3IOME

MccnepoBanocs BansHue pacteHunt (BXOoAsLWMX B COCTAB KOPMOB), Bbipa-
LWEeHHbIX B 3arpsA3HEHHbIX COeAUHEHUSMU MMWHEPANbLHOro a3oTa pPaNOHax, Ha
BEC Tena U MCTOXMMUUECKYIO KaPTUHY NEeYEHOYHOM TKAHM M LLUTOBUAHOM IKe-
nesbl. [oaonbiTHelie wUBOTHbIE HA NpoTsKeHun 90 aHel nonyuyanu gueTuue-
CKO€ MM~aHue, COoCTosLLEee M3 CYXOro 3eneHoro osca coprta ,,Przebdj” u ka-
nyctel copTa ,[lynasckas senenas’. 35%-oe nobasneHue k Auete cyxoro se-
neHoro oBCa, BbIPAWEHHOTO B PANOHE Aa30THOrO NPeaAnpPuUATUS, He NOBMUANO
HA NOABNEHRWUE Y NOAOMBITHLIX UBOTHLIX U3MEHEHWH B NEYEHOUHOM TKAHMU M
B WKTOBUAHON enesze. Jueta, copaeprxawan 25% kanycTbl, BoI3bIBaNa NoHU-
)HeHue Beca Tena, a TakMKe BbI3bIBANA MMCTOXMMMUECKME M3MEHEHMUS B Mccne-

QYEMBIX TKaHsX, cBuaeTenscisytowne ob oTpuuaTensHOM BAMAHUM 3TUX AMET
Ha OPraHusm.

SUMMARY

Examinations were carried out on 96 rats of the Wistar strain at the
age of 30 t2 days. The object of the examinations was to learn the effect
of crops from industrial areas contaminated with compounds of mineral
nitrogen on body weight and histochemical picture of liver and thyroid
tissues. For a period of 90 days the animals were fed diets containing
dried green mass of oats of the variety ,,Przeb6j” and cabbages of the
variety ,,Pulawska zielona”. Diets containing dried green mass of oats
(35%) from crops grown in the areas contaminated by a factory of nitro-
gen showed no changes in the liver and thyroid tissues of the rats. Diets
containing cabbages (25%) caused a decrease in body weight and histo-
chemical changes in the examined tissues pointing to a negative effect of
the diets on the animal body.
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EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Liver of a rat with dried green mass of oats from a contaminated area.
Diet I. Intense histochemical reaction to TPP-ase. Magn. 1200 X.

Fig. 2. Liver of a rat fed with cabbage from a contaminated area. Diet II. Weak
reaction to acid phosphatase activity. Magn. 1200 X,

Fig. 3. Liver of a rat fed with cabbage from an area contaminated with casein.
Growth diet III. Intense histochemical PAS reaction to neutral mucopolysaccha-
rides, Magn. 1200 X.

Fig. 4. Thyroid gland of a rat fed with cabbage from a contaminated area. Diet
II1. Preparation dyed with haematoxylin and eosin. Flak epithelium of the glands.
Abundant colloid in the follicles. Magn. 1200 X,









