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I. EINLEITUNG
(a) Die physiologische Bedeutung des isoelektrischen Punktes von Protoplasma

Da der Hauptbestandteil des Protoplasmas Protein ist, wirkt es als ein Amphotelyt,
denn das ist eine Eigenschaft des Proteins. FEs gibt daher einen isoelektrischen Punkt,
in dem das pH des Amphotelyts elektrisch neutral ist (gewthnlich mit pHi bezeichnet).

Aber das pHi des Protoplasmas ist verschieden von dem des reinen Proteins, weil
alle Protoplasmen verschiedene Arten von Protein enthalten. Dariiber hinaus sind diese
Proteine bei der Bildung des vollstiindigen Protoplasmas von vielen anderen Substanzen
begleitet. Daswegen sollte das pHi des Protoplasmas der isoelektrische Punkt des Am-
photelyt-Komplexes sein, der von den Proteinkomponenten gebildet wird. Man sollte
also mehr als ein pHi erwarten, wenn das Protoplasma mehrere Amphotelyt-Komplexe
enthilt. Diese Erwartung wird erfiillt und ist von vielen Forschern bewiesen wor-
den(1, 2).

Die Bestimmung des pHi von Protoplasma ist deswegen von Wichtigkeit, weil an
diesem Punkt alle physiologischen Funktionen sillstehen(3, 4): Absorptionsminimum,
Viscosititsminimum, minimale Quellung, Dispersionsminimum, Permiabilitditsminimum,
Minimum des osmotischen Druckes, in einen Wort, minimale vitale Aktivitit des Proto-
plasmas, aber gleichzeitig Maximum der Oberflichenspannung.
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(b) Die Bestimmung von pHi des Protoplasmas durch Vitalfirbung

Wie wir schon sagten, ist das Protorlasma ein Amphotelyt und beim pHi ist die
Anzahl der positiven Ladungen gleich der nagativen. Wenn die Umgebung des Proto-
plasmas saurer wird als sein pHi angibt, werden die {iiberschiissigen Wasserstoffionen
die saure Dissoziation des Amphotelyts herabsetzen, und die basische Dissoziation wird
die saure iiberwiegen so, dass das Amphotelyt eine positive Ladung erhilt, Wenn
andererseits die Losung basisch ist, l#dt sich das Amphotelyt negativ auf. Ein saures
Farbemittel ist negativ geladen. Es hat also eine Affinitiit zu den positiv geladenen
Teilchen und kann sie gut firben. Ebenso fiirbt ein basisches Firbemittel die negativ
geladenen Teilchen. Wenn aber das Amphotelyt elektrisch neutral ist, oder wenn
Amphotelyt und Farbemittel dieselben Ladungen tragen, wird das Farbemittel das
Amphotelyt nicht firben. Wir konnen also das pHi der Amphotelyt finden, fiir das
weder saure noch basische Firbemittel firbem, indem wir sie nach Eintanchen in
Pufferlgsungen von verschiedenem pH in das Firbemittel einfiithren.

II. MATERIAL UND METHODE
(a) Die untersuchten Algen

Die untersuchten Algen wurden von Reisfeldern, Griiben, Teichen und Baumwur-
zeln in der Nihe der Taiwan-Universitit, Taipeh, Taiwan gesammelt.
Die Proben wurden im Winter 1951 und Frithling 1952 genommen.
Die Algen gehorten zu folgenden Spezien
1. Blaualgen: Oscillatoria pringeps Vaucher und Nostoc commune Vaucher
2. Griinalgen: Hydrodictyon sp.
3. Konjugaten: Spirogyra sp. und Zygnema sp.
Ummittelbar nach der Nahme der Proben, wurden sie in fliessendem Leitungswasser
einen Tag gewaschen und dann in neutralem Wasser fiir ein bis zwei Tage aufbewahrt.
Die Proben der Nostoc spezien wurden 60 min. die der anderen Algen 20 min. in
der Pufferlésung gelassen.

(b) Farbstoffe

Fiir unsere Zwecke geeignete Farbstoffe mussten hohe Dispersibilitiit und Stabilitiit
ihrer Ladungen in Losungen von verschiedenem pH haben. Aber nur die folgenden
Farbstoffe, die von verschiedenen Autoren benutzt wurden(4, 5, 6) waren fiir uns errei-
chbar.

Die Farbstoffe wurden zuerst in Wasser in den in Klammern beigefiigten Konzen-
trationen aufgelost.

Saure Farbstoffe: Eosin (0.0123)
Erythrosin (0.0222)
Fuchsin S {0.0012)

Basische Farbstoffe: Methylenblau (0.00123)
Chrysoidin (0.0122)

Safranin (0.0012)




Methylviolett 0.001%
Dahlia 0.0012
Bismarkbraun 0.0012;

(e Herstellung der Pufferlosungen
Pufferlosungen mit pH-Werten zwischen 2 und 8 wurden nach Soérensen herge-

stellt(7). Borax-, Phosphat- und Zitrat Puffer wurden benutzt.

Die pH-Werte der 8 Pufferlosungen wurden nach der Wasserstoff-Elektroden-Methode
bei 21°C nachgepriift. Diese sind:
7“'{27 I\‘\'i!“ :lm: “lllirri'ﬁr.uui« n I V V "
Pufferlosung
theoretisch gemessen
1.93 1.93
' s "'(ml Zitrat
3 3.69 3.59 '
| 1.83 1 »‘
) .59 (53
6 6.24 6.18 Phosphat
7.38 7.6 J
8 8.27 8.23 Borax

Jeder Vorratsflasche mit Pufferlosung wurde etwas Thymol zur Verhinderung von

Schimmelbildung zugesetzt.

d) Die Elektrophorese-Apparatur

Der Elektrophorese-Apparat ist in dem folgerden Photo gezeigt (8):
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Die Algenproben wurden gewaschen wie in a beschieben und dann mit scharfen
Glasnadeln klein geschnitten. Das Elektrophorese-Gefiss wurde mit Pufferlosung gefiillt
und die gewaschenen Algen suspendiert. Dann wurden die KCl-Agar Elektroden an
beiden Seiten des Gefisses eingefithrt und eine Spannung von 80 Volt angelegt. Der
Storm betrug etwa 5 Milliampere. Mit einem Mikroskop wurde die Bewegung der
Algen beobachtet und der pH Wert, bei dem die Algen Keine Bewegung zeigen, ge-

messen. Diese Werte sollten die pHi der Algen sein.

HI. EXPERIMENTELLE RESULTATE
(a) Vitalfirbungsmethode

Nach der Behandlung wurde die Pufferlésung entfernt und die Farblosung zugesetzt.
Nach der in Klammern angegebenen Zeit wurde die Fiarbung unter dem Mikroskop
beobachtet.

Die Resultate sind unten tabuliert.

(a) Oscillatoria princeps Vaucher

1. Eosin (40 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Centroplasma +++ +4+  (H) — — — = —
Chromatoplasma e i o o S S + 4+ 4 + = £ — i —

+ bedeutet Férbung, — keine Fiérbung, (+) schwache Fﬁrbung.

2. Ergthrosin (30 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 485 5.69 6.18 7.67 823
Centroplasma + + ‘ + - - - - — -
Chromatoplasma e et + — — — _ _

3. Methylenblau (40 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 767 | 823

i
Centroplasma ‘ = - + ++ ++ + -+ ++ ++
Chromatoplasma ‘1 - 7 - = + 4+ 4+ . .

4. Methylviolett (35 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
| -
Centroplasma (+) + + + -+ 44+ | A+ | A R
Chromatoplasma — - — + ++ ++ +4++ [ ++++

—F



5. Safranin (5 min.)
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pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Centroplasma (+) + - g | s | e} ppded e
Chromatoplasma - - - (+) +4+4+ | 4+ | ] A

6. Chrysoidin (50 min.)
pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
|
Centroplasma (+) + I + ++ + -+ L
Chromatoplasma -- — — (+ + + e |
Das pHi bestimmt mit:
’ Saurem Farbstoff besischem Farbstoff
Centroplasma 3.1-3.6 1.9-31
Chromatoplasma 3.6-4.9 4.9-5.7
(b) Nostoc commune Vaucher
1. Eosin (60 min.)

pH 1.93 3.09 ' 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Heterocyst + J (+) - - — - - -
Zentralkbrper + 4 : + - | A+ (+) - — .- -

|
2. Erythrosin (60 min.)

pH 1.93 3.09 359 4.85 5.69 6.13 7.67 8.23
Heterocyst | s =) (+) - — - i = =

|
Zentralkorper | | + + (+) — — - —
3. Fuchsin S (60 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Heterocyst + (+) (+) - - — — -
Zentralkérper ++ + + (+) - — — --

4. Methylenblau (80 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Heterocyst - - — — (-+) + -+ oo
Zentralkorper - = = (+) (+) = + g
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5. Methylviolett (100 min.)

3.59 ‘ 4.85

pH 1.93 3.09 ‘ 569 | 618 7.67 8.23
Heterocyst - - - ! (+) ‘ 4= + 5D
Zentralkorper - - — (+) (+) \ -} g4, s

6. Safranin (60 min.)
|

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 ‘ 6.18 7.67 8.23
Heterocyst (+) (+) (+) (+) + ! + it ek
Zentralkdrper () | @y | @y | £ = R

7. Chrysoidin (60 min.)
7 T | ; I
pH | 193 | 309 | 359 | 48 | 569 | 618 | 767 | B
i | Wy | )

Heterocyst — — — (+) Ky 4 - ki
Zentralkdrper — — () (+) + + -+ +
8. Bismarckbraun (80 min.)

pH J 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 3.23
Heteroeyst s = o peyd ome] TSR e | )
Zentralkdrper = = i ¢+ (+) (+) (+) (+) (+)

9. Dahlia (80 min.)
T I | [

pH 1.93 3.09 | 3.59 485 | 569 | 618 767 | 823

| I !
Heterocyst — = 1 - (+) (+) ! (+) () | ()
Zentralkdrper - - ! = (+) (-+) (+) () (+)
Das pHi bestimmt mit:
Saurem Farbstoff basischem Farbstoff
Heterocyst 1.6-3.1 4.7-5.7
Zentralkorper 3.6-4.7 3.6-5.7
(c) Zygnema sp.
1. Eesin (30 min.)
1

pH 1.93 ‘ 3.09 3.59 4.85 | 5.69 6.18 7.67 8.23
Kernkorperchen o e + -+ b+ - - — —
Kern + b b - + — - — —
Chloroplast e ol - -} k (-+) - — - —
Cytoplasma ? ? i 7 ? ? 7 2




2. Erythrosin (30 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Kernk&drperchen + -+ 4 b+ + + + (+) — = =
Kern S S + -+ + - - - -
Chloroplast o fif + -+ (+) (+) — — -
Cytoplasma 2 ? ? ? ? ? ? ?

3. Methylenblau (40 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 I 6.18 7.67 8.23
Kernkdrperchen + + + + ++ - e o o o R o
Kern + + + -+ ++ ++ ++ -+ +++ | +++
Chloroplast - - (+) +- o+ fri -+ o
Cytoplasma + + ++ + -+ +++ bt | A |

4, Methylviolett (40 min.)

pH 1.93 3.09 W 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Kernkorperchen + + + -+ e e Aedte s et Ak
Kern (+) (+) + + -+ decbech | bbb | bk
Chloroplast — - (+) (+) g e i i
Cytoplasma (+) - + + + NI U RN K

5. Safranin (5 min.)

pH 193 | 309 359 ‘ 485 5.69 6.18 7.67 8.23
Kernkérperchen b by e I S I e il R o S o B o o o
Kern + + b+ + -+ ++ bbb | bbb
Chloroplast (+) (+) + 4 + + + -+ - 4+ |
Cytoplasma + + + -+ ++ + -+ o I e o

6. Chrysoidin (5 min.)
| |

pH 1.93 {3.09 3.59 4.85 5.69 l 6.18 7.67 8.23
Kernpdrperchen + l + + + -+ + e O S T S o o o
Kern + + + o -t ok || R
Chloroplast 2 I = (+) (+) + 4+ F+ ++
Cytoplasma = ‘ = (+) -+ + + + b+ o+
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Das pHi bestimmt mit:
Saurem Farbstoff Basischem Farbstoff
Kernkdrperchen 3.6-4.9 1.9-3.1
Kern 3.6-49 1.9-3.1
Chloroplast 3.6-49 3.6-49
Cytoplasma ? 3.1-36
(d) Spirogyra sp.
1. Eosin (20 min.)
pH 1.93 3.09 3.59 485 5.69 6.18 7.67 8.23
! :
Pyrenoide ++ -+ +++ ++ + - - - -
Kern ++4 + 4 ++ + = = - =
Chloroplast 4+ | ++ (+) - = = =
Cytoplasma ? 7 ? ? ? 7 ? ?
2. Erythrosin (20 min.)
pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Pyrenoide Edd | oA o+ ok + (+) - = -
Kern 4+ | b o S (+) = = =
Chloroplast A+ + - S e o (+) - -~ — -
Cytoplasma 9 ? ? ? ? ? ? 7
3. Fuchsin S (20 min.)
pH 1.93 3.09 3.59 4.85 569 | 618 7.67 8.23
1
Pyrenoide sk o ++ e o + - — - -
Kern + 4 ++ ++ + - - - -
Chloroplast +++ ++ ++ (+) - - = -
Cytoplasma + + + (+) - = | = =
4. Methylenblau (10 min.)
pH 1.93 : 309 | 350 | 485 | 560 | 618 | 767 | 823
Pyrenoide (+) + + -+ 4 * ++ 4+
Kern (+) + + + + re ++ i
Chloroplast — — (+) -+ + + + e
Cytoplasma + + ++ ++ ++ + -+ ++ + -+




5. Methylviolett (20 min.)
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. |

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 1‘ 8.23
Pyrenoide (+) (+) -+ -+ -+ -+ -+ +
Kern (+) (+) + + + + + i
Chloroplast — — — (+) + + -+ +
Cytoplasma - — (+) -+ + + + +

6. Safranin (5 min.)
\

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 l 6.18 7.67 8.23
Pyrencide (+) (+) - ++ ++ S i R
Kern (+) i + + + + +- ++
Chloroplast - — (+) (+) -+ + + -+
Cytoplasma (+) + + + Al o+ -+ e

7. Chrysoidin (10 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Pyrenoide (+) -+ + + + -+ + +
Kern (+) i =+ -+ + + i it
Chloroplast - — () (+) - s + -+
Cytoplasma = (+) 4 + + -+ + o

8. Bismarckbraun (10 min.)

pH 1.93 309 | 359 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Pyrenoide o ¥ = t + - ++ - ++
Kern + + + + + + -+ -+ +
Chloroplast - — - (+) + + b+ + -k
Cytoplasma + + + + + -+ + -+ ++ =¥

9. Dabhlia (10 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Pyrenoide + + + + -+ + - + -+ + -+ + -+
Kern H b -+ *t i =t et +-+
Chloroplast = = = + ++ - ++ + -+
Cytoplasma - (+) + -+ + - + + -+ ++




Das pHi bestimmt mit:

Saurem Farbstoff

basischem Farbstoff

Pyrenoide 3.6-5.7 3.1-36
Kern 3.6-5.7 3.1-36
Chloroplast 3.6-49 36-49
Cytoplasma 1 3.1-36
(e) Hydrodictyon sp.
1. Eosin (30 min.)
pH 1.93 ' 3.09 3.59 4.85 ! 5.69 l 6.18 s 7.67 8.23
- - ! " ki
Pyrenoide + (+) (-+) — - — — —
Chloroplast + (+) (+) — - — — -
Cytoplasma + - + + - = i g s =
2. Erythrosin (30 min.)
pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 ! 7.67 8.23
‘ i
Pyrenoide + (+) (-+) o - — — [ —
Chloroplast + (+) (+) — = = o o
Cytoplasma + -t + + — - — - -
3. Fuchsin S (20 min.)
pH ! 1.93 ! 3.09 1 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 ] 8.23
I
Pyrenoide -t . (+) o = SO | =
Chloroplast - + (+) - - - - =
Cytoplasma + 4 + - - - - -
4, Methylenblau (50 min.)
pH 1.93 3.09 ! 3.59 4.85 ‘ 5.69 I 6.18 l 7.67 | 8.23
! |
Pyrenoide —_ - ' - (+) ‘ + ’ + ‘ IRE 35
Chloroplast - O s (+) + E + | e 4
Cytoplasma - - [ - + \ + i e 4
| |
5. Methylviolett (50 min.)
{ [
pH 193 | 309 359 4385 1 5.69 6.18 l 767 | 823
e I ] V=) N i S | Ry
Pyrenoide - - - (+) ’ -5 + | + +
Chloroplast - - - (+) i 4 I + +
Cytoplasma - - — . 3 8o i i} -
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6. Safranin (40 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Pyrenoide = = - (+) + + -+ A |
Chloroplast - - - (+) + ++ b |k
Cytoplasma = - (+) + + -+ + -k b | s

7. Chrysoidin (40 min.)
|
|

pH I 1.93 3.09 359 485 5.69 6.18 7.67 | 8.23
Pyrenoide -— —_ - (.{. ) & + + 4 SR Y
Chloroplast - = = (+) 3 + P £ip
Cytoplasma = - - + ++ ++ b e

8. Bismarckbraun (30 min.)
pH 1 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
1
Pyrenoide - = (+) + + + ++ ++
Chloroplast - - (+) + 4 + ++ + +
Cytoplasma - - (+) + + & + + ++ ++
9. Dahlia (15 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23
Pyrenoide - - - + ++ S
Chloroplast — - - + + ++ 44 | 4+
Cytoplasma - e okl |+ + -k ++ B e o

Das pHi bestimmt mit:

Saurem Farbstoff Basischem Farbstoff
Pyrenoide 3.1-36 4.9-5.7
Chloroplast 3.1-3.6 49-5.7
Cytoplasma 3.1-36 3.6-49

(b) Elektrophorese

(i) Oscillatoria:

pH Werte der Pufferlésung Bewegungsrichtung
31 Kathode
3.6 Kathode
48 Anode

5.6 Anode
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(ii) Zygnema:
pH Werte der Pufferlésung Bewegungsrichtung
3.1 Kathode
36 Bewegungslos
48 Anode
5.6 Anode

IV. ZUSAMMENFASSUNG DER RESULTATE

Die Bestimmung von pHi fiir jeden Teil des Pflanzenkorpers wurde studiert. Zwei
Blaualgen, eine Griinalge und zwei Konjugaten wurden benutzt.

Aus den experimentellen Resultaten zieht der Autor die folgenden Schliisse.

(a) Eosin wurde als der beste Farbstoff befunden. Fuchsin S, das von Kiyono(6)
als giftig und nicht gut befunden wurde, gibt jedoch zufriedenstellende Resultate. Bis-
markbraun und Dahlia sind auch geeignet ausgenommen beim Firben von Nostoc. Der
Grund muss der geringen Dispersibilitit in Nostoc zugeschrieben werden, denn die
gelatiniise Membran von Nostoc verhindert das Eindringen des Farbstoffs.

(b) Bei Oscillatoria und Spirogyra stimmen die erhaltenen Resultate gut mit denen
von Yamaha(5) iiberein. Sie zeigen, dass das pHi des Zentroplasmas von Oscillatoria
(ca. 3.1) fast das gleiche ist wie das der Spirogyra-Kerne (3.1-3.6), und diese beiden sind
saurer als die pHi des Chromatoplasmas von Oscillatoria (ca. 4.8) und des Chloroplasts
von Spirogyra (3.6-4.8).

Yamaha erklirt das mit dem Vorhandensein von Tymonukleinsaiire im Zentroplas-
ma von Oscillatoria und den Kernen von Spirogyra.

Er gibt auch den Grund dafiir, dass das pHi des Chromatoplasmas von Oscillatoria
basischer ist als das des Chloroplasts von Spirogyra.

Er glaubt, dass man es auf das in dem Chromatoplasma der Blaualgen vorhandene
basische Pigment, Phycocyan, zuriickfiihren kann.

Dieselbe Erscheinung wird auch bei Zygnema beobachtet.

(¢) Um die mit der Vitalfirbung erhaltenen Resultate nachzupriifen, wurde auch
das pHi von Zygnema und Oscillatoria nach der Elektrophorese-Methode bestimmt. Mit
dieser Methode wurde das pHi von Zygnema und Oscillatoria zu 3.6 bezw. zwischen 3.6
und 4.8 gefunden. Diese Werte stimmen gut mit den nach der Vitalféirbung erhaltenen
iiberein.

V. BIBLIOGRAPHIE

(1) SAKAMURA, T. und LOO, T.L.: Bot. Mag. 39, 61 (1925).

(2) YAMAHA, G.: Ibid. 46, 423 (1932).

(3) YawmAHA, G.: Ippan Saibogaku (Allgemeine Zytologie), Erster Aufl. (1932) Tokyo, S. 291~
308. (Japanisch).
SAKAMURA, T.: Shokubutsuseirigaku (Pflanzenphysiologie), Zweite Aufl. Band 1, (1950)
Tokyo, S. 51-57. (Japanisch).




(4)

(5)
(6)
(7)
(8)

MICHAELIS, I..: Wasserstoffionenkonzentration I. (1922) Berlin, S. 58-62.

YAMAHA, G.: Saibogaku Zikkenho (Prakticum der Zytologie), Erster Aufl. (1934), Tokyo, S.
74-75. (Japanisch).

YAMAIA, G. und Ueda, R.: Shokubutsu to Dobutsu (Botanik und Zoologie) 11 (7), 531,
(1943). (Japanisch).

KIiyoNO, K., SUGIYAMA, S., und AMANO, S.: Die Lehre von der Vitalfirbung. 1:13-17, 42-46,
173; II: 106. (1938) Kyoto.

YOSHIMURA, Y.: pH no Riron to Sokuteiho (Die Theorien und Bestimmungsmethode der
Wasserstoffionenkonzentration), Zweite Aufl. (1942) Tokyo, S. 215-217. (Japanisch).
NAKANO, H.: Shokubutsu Seri- to Seitaigaku no Jikkenho (Praktikum der Pflanzenphysiologie
und Pflanzentkologie), Erster Aufl. (1933) Tokyo, S. 429. (Japanisch).




	5.11
	5.12
	5.15
	5.16
	5.17
	5.18
	5.19
	5.20
	5.21
	5.22
	5.23

