
11

lrBER DIE BESTIMlVlUNG DES ISOELEKTRISCHEN

PUNKTES BEl BLAUALGEN UND ANDEREN

ALGEN NACH DER VITALFARBUNGSMETHODE

von

Yu CHING-lANG und WANG YAO-SE

INHALTSVERZEICHNIS

Einleitung ,., " ,.• " " -1 t

( a) Die physiologische Bedeutung des isoelektrischen
Punktes von Protoplasma

(b) Die Bestimmung von pHi des Protoplasmas durch
Vitalfarbung

II l\1aterial und l'Ilethode ····· .. ···· .. · .. · .. ···· .. ···· .. ······· .. ···· .. · .. ·,·· .. ···· .. ··12
( a) Die untersuchten Algeo
( b) Farbstoffe
( c) Herstellung der PufferlOsungen
( d) Die Elektrophorese·Apparatur

TIl Experimentelle Resultate ·· .. ·,········ .. · .. ······· .. · .. ···• .. · .. · .. · .. · .. ···· .. · .. ··14
( a) Vitalfarbungsmethode
( b) Elektrophorese

IV Zusammenfassung der Resultate , , ···22

V Bi~liographie····· .. · .. · .. · .. ···· .. · .. ············· .. · .. ·.·· .. · .. · .. · .. ······· .. · .. · .. ·····22

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. Es gibt daher einen isoelektrischen Punkt,

in dem das pH des Amphotelyts elektrisch neutral ist (gewohnlich mit pHi bezeichnet).

Aber das pHi des Pro.toplasmas ist verschieden von dem des reinen Proteins, weil

aile Protoplasmen verschiedene Arten von Protein enthalten. Darliber hinaus sind diese

Proteine bei der Bildung des vollstiindigen Protop]asmas von vielen anderen Substanz~n

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

enthiilt. Diese Erwartung wird erfullt und ist von vielen Forschern bewiesen wor­
den (I, 2).

Die Bestimmung des pHi von Protoplasma ist deswegen von Wichtigkeit,. weil an

diesem Punkt aile physiologischen Funktionen sillstehen(3, 4): Absorptionsminimum;

Viscositatsminimum, minimale Quellung, Dispersionsminimum. Permiabilitatsminimum.

Minimum des osmotischen Druckes. in einen Wort, minimale vitale AktiviUit des Proto­

plasmas, aber gleichzeitig Maximum der Oberfliichenspannung.
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( b) Die Bestimmung von pHi des Protoplasmas durch Vitalfarbung

Wie wir schon sagten, ist das Protorlasma ein Amphotelyt und beim pHi ist die

Anzahl der positiven Ladungen gleieh der nagativen. Wenn die Umgebung des Proto·

plasmas saurer wird aIs sein pHi angibt. werden die iiherschiissigen Wasserstoffionen

die saure DissQziation des Amphotelyts herabs~tzen. und die basische Dissoziation wird
die saure liberwiegen so, dass das Amphotelyt eine positive Ladung erhiilt, Wenn

andererseits die Lasung basiseh ist, l1idt sieh das Amphotelyt negativ auf. Ein saures

Farbemittel ist negativ geladen. Es hat also eine Affinitiit zu den positiv geladenen

Teilchen und kann sie gut farben. Ebenso farbt ein basisches Farbemittel die negativ
geladenen Teilchen. Wenn aber das Amphotelyt elektriseh nelltral ist, oder wenn

Amphotelyt llnd Farbemittel dieselben Ladungen tragen, wird das Farbemittel das

Amphotelyt nieht farben. Wir konnen also das pHi der Amphotelyt tinden, fur das

weder saure Doeh basische Farbemittel Hirbem, indem wir sie nach Eintanchen in

Pufferl6sungen von verschiedenem pH in das Farbemittel einflihren.

II. MATERIAL UND METHODE

( a) Die llntersuchten Aigen

Die untersuchten Algeo wurden von Reisfeldern, Graben, Teichen und Baumwur­

zeIn in cler Nahe der Taiwan-Universitat, Taipeh, Taiwan gesammelt.

Die Proben wurden im Winter 1951 llnd Frllhling 1952 genommen.

Die Algen gehOrten zu folgenden Spezien

1. Blaualgen: Oscillatoria pringeps Vaucher und Nostoe ccunmune Vaucher

2. Grunalgen: Hydrodietyon sp.

3. Konjugaten: Spirogyra sp. und Zygnem·a sp.

Ummittelbar nach der Nahme der Proben, wurden sie in ftiessendem Leitungswasser

einen Tag gewaschen und dann in neutralem Wasser fUr ein bis zwei Tage allfbewahrt.

Die Proben der Nostoe spezien wllrden 60 min. die der anderen Algen 20 min. in

der PufferlOsllng gelassen.

( b) Faibstoffe

Fur unsere Zweeke geeignete Farbstoffe mussten hohe Dispersibilitiit und Stabilitat

ihrer Ladungen in Losllngen von verschiedenem pH haben. Aber nur die folgenden

Farbstoffe, die von verschiedenen Autoren benutzt wurden(4, 5, 6) waren fUr uns errei­

ehbar.

beigefligten Konzen·

(0.01%)
(0.02%)
(0.001%)
(0.001%)
(0.01%)
(0.001%\

Eosin
Erythrosin
Fuchsin S
Methylenblall
Chrysoidin
Safr~nin

Basisehe Farbstoffe:

Die Farbstoffe wurden zuerst in Wasser in den in Klammern

trationen aufgelOst.

Saure Farbstoffe:
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5. Safranin (5 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Centroplasma (+ )

I
+ + ++

I
+++

I
+++1 ++++ ++++

Chromatoplasma - - - (+ ) +++ -1--1--1- ++++ ++++

6. Chrysoidin (50 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Centroplasma

Chromatoplasma

(+ ) + + +
(+ )

++

+
++
+

++
+

-1--l--1-

-1-·1-

Das pHi bestimmt mit:

Centroplasma

Chromatoplasma

Saurem Farl>stoff

3.1-3.6

3.6-4.9

besischem Farbstoff

1.9-3.1

4.9-5.7

( b) Nostoc commune Vaucher

1. Eosin (60 min.)

/

pH

Heterocyst

Zentralkorper

1.93

+
++

3.09

(+ )

++

3.59 4.85 5.69 I 6.18 7.67 8.23

++ (+ ) I·
2. Erythrosin (60 min.)

8.237.676.131.93 I 3.09 3.59 I 4.85 5.69pH

I I I

-
Heterocyst + (+ ) - - - - - -

ZentralkOrper ++ + + (+ ) - - - -,

3. Fuchsin S (60 min.)

pH 1.93 I 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 I 8.23

Heterocyst + (+ ) (+ )

I
-

I
- -

I
- -

Zentralkorper ++ + + (+) - - - -

4. Methylenblau (80 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 I- 8.23

Heterocyst (+ ) + +

I
++

Zentralkorper (+) (+ ) + + ++
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5. Methylviolett (100 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Heterocyst

Zentralkorper (+ )

(+)

(I )

+ +
+

•
+

6. Safranin (60 min.)

pH

Heterocyst

Zentralkorper

1.93

(+ )

(+)

3.09

(+ )

(+)

3.59 4.85

~~-I--Z:;:-)
(+) (+)

5.69

+
+

6.18

+
+

I

I

7.67

++
++

8.23

++

++

7. Chrysoidin (60 min.)

l­

I-

8.23

C

I-

7.67

+

I-

6.181.93pH 3.09 I 3.59 4.85 i 5.69
_-+-_--+-_ 1 I

1-(:) r;:~ --1-:-Heterocyst

Zentralkorper

8. Bismarckbraun (80 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Heterocyst

Zentralk6rper

(I-)
(+ )

( ., )

(+)
(+ )

(+)
(+)

(+)

(+)

(+)

(+)
(+)

9. Dahlia (80 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Heterocyst

Zentralkorper

(+ )

(+ )

(n
(I-)

(+)

(I )

(+)

(I-)
(+)
(+ )

Das pHi bestimmt mit:
Saw"em Farb~toff basischcm Farbstoff

Heterocyst

Zentralkorper

1.9-3.1

3.6-4.7

4.7-5.7

3.6-5.7

( c) Zygnema sp.

1. Eosin (30 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Kernkorpcrchen

Kern

Chloroplast

Cytoplasma

+++
++--r-

+++

?

+++
+++

++
?

++-1-

++
+
?

(+)

? ? ? ? ?



2. Erythrosin (30 min.)

___~_J_l~ _~ , 3._59_+-__4.85_L~~_6~J_767
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8.23

KernkOrperchen

Kern

Chloroplast

Cytoplasma

+++

+++
-/--1--/-

?

I·-\-+

+++

++

?

-\--\-

-\--\-

++

?

-\-

-\-

(I- )

?

(I )

? ? ? ?

~. Methylenblau (40 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Kernkorperchen -\- + ++ ++ ++ -/--1--/- +++ +++
Kern l- -\- ++ -\--\- ++ +++ +++ ++-t-

Chloroplast - - (-\- ) -\- -\- ++ ++ ++
Cytoplasma -\- + -\--\- ++ ++-1- +++ +++ +++

4. )\1.ethylviolett (40 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 .6.18 7.67 8.23

I
-

KernkBrperchen -\- -\- ++ ++ ++ +++ -\--/--I- +++
Kern (1o) (-\-) -\- + -\-+ +++ +++ +++
Chloroplast - - (-\-) (1- ) -\- . ++ ++ ++
Cytoplasma ( -1- ) -\- -\- -\- ++ ++ c +++ +++

5. Safranin (5 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Kernk6rperchen ++
I

+-Ij +++ +++ -1--1--1- +++ +++ 1- 1-++ +
Kern -\- + 1o-\- ++ ++ +.L-\- ++++ ++++

Chloroplast (1o) I (1o) ++ ++ ++ ++ -1--/--l- +++
I

Cytc:>plasma -\- I + -\--\- ++ ++ +++ ++++ ++++
I

6. Chrysoidin (5 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 7.67 8.23

Kernporperchen -I- -\- I -\- I ++ -\-+ +++ +-\--1- +++
Kern (+) (1o ) I -\- -\-1o ++ +++ +++ +++
Chloroplast -- -

I
(-\-) (+) -1- ++ ++ 1o-\-

Cytoplasma - -
I (1o) -\- + -\-+ -\--\- ++.f-
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Das pHi bestimmt mit:

KernkOrperchen

Kern

Chloroplast

Cytoplasma

Saurem Farbstoff

3.6-4.9

3.6-4.9

3.6-4.9

?

Basischem Farbstoff

1.9-3.1

1.9-3.1

3.6-4.9

3.1-3.6

( d) Spirogyra sp.

pH 1.93 3.09

1. Eosin (20 min.)

3.59 I 4.85 5.69 6.18 I 7.67 8.23

Pyrenoide +++ +++ ++ + _. - .- -
Kern +++ +++ ++ + - - - -
Chloroplast +++ +++ ++ (+ ) - - - -

Cytoplasma ? ? ? ? ? ? ? ?

2. Erytbrosin (20 min.)

pH 1.93 I 3.09 3.59 I 4.85 I 5.69 I 6.18 I 7.67 8.23

Pyrenoide +++ -1--1--1- ++ + (+ ) - . - -
Kern +++ +++ ++ ++ (+) - - -
Chloroplast +++ -1-++ ++ (+) - - - -

Cytoplasma ? ? ? ? ? ? ? ?

3. Fnchsin S (20 min.)

6.18 I 7.67 I 8.235.693.59 I 4.851.93 I 3.09pH

Pyrenoide -1--1-+ ++ ++ + - - - -
Kern +++ ++ ++ + - - - -

Chloroplast +++ ++ ++ ( +) - - - -

Cytoplasma + + + (+ ) - - - -

4. Methylenblau (10 min.)

6.18 I 7.67 I 8.235.691.93 I 3.09 I 3.59 I 4.85pH

Pyrenoide (+ ) + + + + + ++ ++
Kern (+) + + + + + ++ ++
Chloroplast _. - (+ ) + + + + +

Cytoplasma + + ++ ++ ++ ++ ++ +++
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5. Methylviolett (20 min.)

pH I 1.93
\

3.09 I 3.59 4.85 I 5.69 I 6.18
1

7.67 I 8.23
I I I I I

Pyrenoide (+) (+) + + + + + +

Kern (+ ) (+) + + + + + +

Chloroplast - - - (+ ) + + .+ +

Cytoplasma - - (+ ) + + + + ·1=

6. Safranin (5 min.}

6.18 I 7.67 I, 8.235.694.853.593.091.93pH

enoide (+) (+) + ++ ++ ++ +++ +++

n (+ ) + + + + + ++ ++

oroplast - - (+) (+ ) + + + +

oplasma (+) + + + ++ ++ +-t--1- -\--t-+

Pyr

Ker

ChI

Cyt

7. Chrysoidin (10 min.)

7.67 I 8.236.183.59 I 4.85 I 5.691.93 1 3.09pH
I

Pyrenoide ( +) + + + + + I + +

Kern (+ ) + + + + + + +

Chloroplast ( "' ) (+) +
.

+- - + +

Cytoplasma - (+) + + + + + +

(

8. Bismarckbraun (10 min.)

pH 1.93 I 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 I 7.67 8.23

Pyrenoide + + i + + ++ -I~+ ++ ++
I

Kern + + + + ++ ++ ++ ++

Chloroplast - - - (+) + + ++ ++

Cytoplasma + + + + ++ ++ ++ -1--1-

9. Dahlia (10 min.)

8.237.675.69 I 6.183.09 I 3.59 I 4.851.93pH

Pyrenoide + + + ++ ++ ++ ++ ++

Kern + + + ++ -1-+ ++ ++ ++

Chloroplast - - - + ++ ++ ++ ++

Cytoplasma - (+ ) + -I- ++ ++ ++ ++
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Das pHi bestimmt mit:

Pyrenoide

Kern

Chloroplast

Cytoplasma

Saurem Farbstoff

3.&-5.7

3.&-5.7

3.&-4.9

?

basischem Farbstoff

3.1-3.6

3.1-3.6

3.&-4.9

3.1-3.6

( e) Hydrodictyon sp. •

1. Eosin (30 min.)

8.233.09 3.59 I 4.85 I 5.69 I 6.18 I 7.671.93pH

Pyrenoide + (+) (+) - - - - -

Chloroplast + (+ ) (+ ) - - - - -

Cytoplasma ++ + + - - - - -

2. Erythrosin (30 min.)

6.18 7.67 8.233.09 3.59 4.85 I 5.691.93pH
,

I
Pyrenoide + ( ,.) (+) - - - - -
Chloroplast + (+ ) (+) - - - - -

Cytoplasma ++ + + - - - - -

pH 1.93

3. Fuchsin S (20 min.)

3.09 3.59 I 4.85 I 5.69 6.18 I 7.67 I 8.23
-_.- _._-- . __._~~

I
-- - -- - -~

I
---

Pyrenoide 1·+ .,. (+ ) - - - -
Chloroplast +-1- + (+) - - - -

Cytoplasma ++ + + - - - _.

4. Methylenblau (50 min.)

8.237.676.181.93 I 3.09 I 3.59 I 4.85 I 5.69pH

Pycenoide

~
- - (+ ) + + ++ ++

Chloroplast - - (+) + + + +
Cytoplasma - - + + + + +

5. Methylviolett (50 min.) •

8.237.676.181.93 I 3.09 3.59 I 4.85 I 5.69pH

Pyrenoide - - - (+ )

+r-

I .,. ,
+

Chloroplast - - - (+ ) + + .,. .,.
Cytoplasma - - - + + .,. .,. ,.



pH 1.93

6. Safranin (40 min.)

3.09 I 3.59 I 4.85 I 5.69 I 6.18 7.fiI

21

8.23

Pyrenoide - - - (+ ) + ++ +++ -1--1-+

Chloroplast - - - (+) + ++ +++ +++
Cytoplasma - - (+) + ++ ++ -1--1-+ +-1-+

.

7. Chrysoidin (40 min.)

pH 1.93 3.09 3.59 4.85 5.69 6.18 I 7.fiI 8.23

Pyrenoide - - - I (+) + I + ~+ ++

Chloroplast - - - (+) +

I
+ ++ ++

Cytoplasma - - - + ++ ++ +++ +++

8. Bismarckbraun (30 min.)

pH 1.93 I 3.09 I 3.59 4.85 I 5.69 6.18 I 7.67 8.23

Pyrenoide - - (+ ) + + + ++ ++
Chloroplast - - (+ ) + + + ++ ++
Cytoplasma - - (+) + ++ ++ ++ ++

9. Dahlia (15 min.)

pH 1.93 I 3.09 I 3.59 I 4.85 I 5.69 I 6.18 7.67 8.23

Pyrenoide - - - + ++ ++ +++ +++

Chloroplast - - - + ++ ++ +++ +++
Cytoplasma - - (+ ) + ++ ++ +.~ +- ++ r

Das pHi bcstimmt mit:

Pyrenoide

Chloroplast

Cytopiasma

Saurem Farbstoff

3.1-3.6

3.1-3.6

3.1-3.6

( b) Elektrophorese

Basischem Farbstoff

4.9-5.7

4.9-5.7

3.6--1.9

(i) Oscillatoria:

pH Werte der Pufferiosung

3.1

3.6
4.8

5.6

Bewegungsrichtung

Kathode

Kathode

Anode

Anode
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{ ii) Zygnema:

pH Werte der PufferWsung

3.1

3.6
4.8

5.6

Bewegungsrichtung

Kathode

Bewegungslos

Anode

Anode

IV. ZUSAMMENFASSUNG DER RESULTATE

Die Bestimmung von pHi fur 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 Farben von Nostoc. Der

Grund muss cler geringen Dispersibilit1it in Nostoc zugeschrieben werden, denn die

gelatint;se MemlJran 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 erklart das mit dem Vorhandensein von Tymonukleinsaiire im Zentroplas­

rna 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

uasische Pigment, Phycocyan, zurackfUhren kann.

Dieselbe Erscheinung wird auch bei Zygnema beobachtet.

(c) Urn die mit der Vitalfiirbung 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 gllt mit den nach der Vitalfiirbung erhaltenen

fiberein.
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