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Wenn die Fcärbung- gut gelungen ist, und dies geschieht nach

einiger Übung sehr leicht, dann sind die Zellkerne dunkel, das

Cytoplasma hat einen leichten, grünblauen Ton angenommen und die

Zellwände treten äusserst scharf hervor als dunkelviolette, oder

(wenn das Hämatoxylin nicht lange genug gefärbt hat) dunkelgrüne

Linien. Am deutlichsten erscheinen die Präparate, wenn die Zell-

wände violett gefärbt sind.

Leider kennen wir die Methode noch nicht lange genug, um
über die Haltbarkeit weitere Mitteilungen machen zu können. Ein

Präparat von einer Foniinalis-Knos'pe hat sich am Fenster nun schon

während dreier Monate gut erhalten, und im Dunkeln aufbewahrt,

wird es wohl viel länger dauern.

Wir können diese beiden Methoden am meisten empfehlen;

speziell die letzte ist bequem und gibt schöne Zellwandfärbungen.

68. J. Kovchoff; Enzymatische Eiweisszersetzung in erfrorenen

Pflanzen.

(Eingegangen am 22. Oktober 1907.)

Die von Prof. PalLADIN ausgearbeitete Erfrierungsmethode

lieferte bei dem Studium der Atmungsenzyme höchst wertvolle

Resultate^); es war daher von Interesse zu prüfen, in wie w^eit sich

die genannte Methode zur Erforschung der Tätigkeit proteolytischer

Enzyme eignet. Behufs vorläufiger Orientierung habe ich auf Vor-

schlag und unter Leitung des Herrn Prof. PALLADIN folgende Yer-

suche ausgeführt.

Hinsichtlich der einschlägigen Litteratur möge Folgendes erwähnt

werden; BUTKEWITSCH^) hat dargetan, dass bei der 10 Tage

dauernden Selbstverdauung zerkleinerte!' Samenlappen der 6 tägigen

Keimlinge von Lupinus angustifolius bei 35"—40^ eine 48 pCt. be-

tragende Abnahme des Eiweissstickstoffs erfolgt (die Samensubstanz

wurde vorerst mit Äther bearbeitet). ZalESKI^) hat beobachtet, dass

in den mit Wasser versetzten Acetonpräparaten der reifenden

1) PALLADIN, diese Berichte, 1905, S. 240. — PALLADIN, Zeitschr. f. physiolog.

Chemie, B. 47, 190G, S. 407. — Keasnosselsky, diese Berichte, 1905, S. 142.

2) BUTKEW^TSCH, Zeitschrift für physiol. Chemie. XXX. 1900.

3) Zaleski, diese Berichte, 1905, S. 138, 1906.
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474 J. KOVCHOFF:

Phaseolussamen eine Abspaltung von 39 pCt. Eiweissstickstoff statt-

findet. WeiS^) hat neuerdings erwiesen, dass auch in erfrorenen

Objekten Eiweissabbau erfolgt.

Bei meinen eigenen Versuchen habe ich das Yersuchsmaterial

in einige gleiche Portionen geteilt; eine davon wurde sogleich ge-

trocknet (anfangs bei 100*^, dann bei 70°), die übrigen wurden er-

froren und zu den Versuchszwecken benutzt. Nach Beendigung je

eines Versuches wurden sämtliche Portionen getrocknet, bzw. aus-

gekocht und analysiert. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur

ausgeführt; der Gesamtstickstoff wurde nach KJELDAHL, der Protein-

stickstoff wurde nach STUTZER bestimmt. Die mikroskopische Kon-

trolle ergab, dass in keinem einzigen Versuche Bakterienentwickelung

stattgefunden hat.

Versuch 1.

17 tägige Weizenkeimlinge wurden oberhalb der Erde abge-

schnitten und in 6 Portionen geteilt. 2 Portionen wurden sofort

getrocknet, die übrigen 4 Portionen w^urden erfroren (Dauer der

Erfrierung 24 Stunden). 2 Portionen wurden auf Wasser, die übrigen

auf 40 pCt. Saccharoselösung gelegt (ein jeder Kolben wurde mit

75 cc Wasser bzw. Saccharoselösung und 3 cc Toluol beschickt, alsdann

zugepropft und bei Zimmertemperatur aufbewahrt). Versuchsdauer

5 Wochen; eine jede Portion wurde im Ganzen analysiert.

Portionen
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durch von GORKE^) die in erfroreneu Pflanzen wahrgenommene Koagu-

lation der Eiweisstoffe nicht gestört. PaLLADIN") hat ebenfalls einen

beträchtlichen Eiweisszerfall in Weizenkeimlingen beobachtet: der-

^selbe erreichte 54,3 pCt. im Verlauf von 7 Tagen in Dunkelheit bei

vollem Ijuftzutritt. Auf Zuckerlösung war der Eiweisszerfall in

meinem obigen Versuche geringer, als auf Wasser; dieses Resultat

stimmt mit demjenigen von Frl. GEOMOW^) überein, die den Einfluss

der Saccharose auf die Selbstverdauung des Zymins studiert hat. In

obigen Versuchen ZALESKl's*j hat Saccharose den Eiweisszerfall nur

in späteren Stadien des Reifeprozesses verzögert, übte dagegen keine

Wirkung auf die Substanz der im Anfangsstadium der Reife be-

griflenen Samen.

Versuch 2.

Erbsensamen wurden im Verlauf von einem Tage in Wasser

eingeweicht, dann abgeschält und je (> Portionen zu je 2,2 g (5 Stück)

geteilt. 2 Portionen wurden sogleich analysiert (Kontrollportionen);

die übrigen wurden erfroren und am folgenden Tage in eine grosse

feuchte Kammer gebracht, durch welche alsdann mit Toluoldampf

gesättigte Luft geleitet wurde; da sich in der Kammer noch eine

mit Toluol gefüllte flache Schale befand, so war die Atmosphäre der

Kammer mit
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476 J. KOVCHOFF;

Kolben wurde bei Zimmertemperatur belassen und von Zeit zu Zeit

durcho-eschüttelt. Nach Ablauf von 5 Wochen wurde die Versuchs-

portion ausgekocht. In beiden Portionen wurde Eiweiss nach STUTZER

ausgefällt und abfiltriert, das Filtrat wurde mit dem Wascliwasser

vereinigt und bis auf 1 Liter mit Wasser verdünnt; dann wurden

Portionen zu je 100 cc entnommen und zur StickstofPbestimmung

(nach KjELDAHL) verwendet. Auf diese Weise wurde die Menge des

NichteiweissstickstofFs ermittelt.
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Versuch ">.

7b g etiolierter Blätter von Yicia Faba wurden in 2 Portionen

Eine Portion wurde sofort getrocknet. Die andere Portion

wurde erforen und in ein U-Rohr gebracht, durch welches alsdann

der mit Touoldampf gesättigte Wasserstoff geleitet wurde. Der

Versuch dauerte 4 Tage.

geteilt
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Man bemerkt also die starke Eiweisszersetzuno- nur während der

ersten fünf Tao-e.

Yersuch 7.

Etiolierte Blätter von Vicia Faba wurden in 6 Portionen zu je

3 g geteilt. 2 Portionen wurden getrocknet und die übrigen Portionen

erfroren. Die erfrorenen Portionen wurden auf 40prozentige

Saccharoselösung mit Toluol gelegt.
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