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Die M6glichkeit, tierische und pflanzliche Zellen und Gewebe in ihre cytologischen 
bzw bistologischen Komponenten zu zerlegen, wurde zuerst von BEHRENS 1-3 syste- 
matisch untersucht. Das Prinzip de~ wm ibm eingeffihrten Verfahrens ist folgendes: 
Das zu zerlegende Material wird zur Fixierung seines Zustandes lyophilisiert und 
anschliessend zerkleinert. Aus dem Gewebe- bzw Zellpulver werden die Komponenten 
auf Grund ihrer verschiedenen Dichte, Gr6sse oder auch Form in indifferenten orga- 
nischen Medien oder deren Mischungen getrennt. In der Literatur wird dieses Ver- 
fahren als BEHRENS-MethoOe bezeichnet ~. 

Grosse Bedeutm,g hat heute die l;raktionierung yon Gewebshomogenaten in 
w~isserigem Milieu ohne vorherige Fixation des Untersuchungsmaterials. Beide Me- 
thoden haben Vor- und Nachteile. W~hrend beim Arbeiten mit w~sserigen Medien 
Proteine, Fermente und andere wasserl6sliche Substanzen durch Auswaschung den 
Zellkomponenten verlorengehen, k6m~en bei der BEHREXs-Methode einige empfind- 
liche Fermente eine Aktivit~tseinbusse erleiden, und den Zellbestandteilen wird Gin 
Teil der Lipoide durch die organischen L6sungsmittel entzogen. Es ist daher in vielen 
F~llen angebracht, die Fraktionierung des Ausgangsmaterials sowohl in w~sserigem 
als aueh in nichtw~sserigem Milieu w~rzunehmen, um durch Kombinatio,1 der nach 
den beiden Methoden erhaltenen Ergebnisse zu einwandfreien Schlfissen fiber die 
Zusammensetzung und Funktion der einzelnen Zellkomponenten zu gelangen. So 
wird in jfingster Zeit die BEHRENs-Methode in zunehmendem Masse zur Isolierung 
yon Zellkomponenten (Chloroplasten und Cytoplasma) aus Pflanzenzellen einge- 
setzt 5-12, da die frfiher ausschliesslich auf w~sserigem VCege aus Blatthomogenaten 
gewonnenen Zellfraktionen sich zur L6sung vieler Probleme als ungeeignet erwiesen. 

Der bei beiden Methoden auftretende Substanzverlust hat eine .'~nderung des 
prozentualen Anteils der am Aufbau der Zellkomponenten beteiligten Stoffe zur Folge. 
Das an den isolierten Zellkomponenten gewonnene analytische Bild ist deshalb mehr 
oder weniger verf~lscht. Es ist dahel anzustreben, solche Versuchsanordnungen au~- 
zuarbeiten, bei denen die Frakt i ,  nierung der Zellen und Gewebe mit einem m6gliehst 
geringen Substanzverlust fiir die zu isolierenden Zellkomponenten verbunden ist; 
diese Forderung kann weitgehendst bei Anwendmlg der BEHREYs-Methode erffillt 
werden. 

In einer ffiiheren Mitteilung 13 ~arde dargelegt, dass Petrol~ither und Tetra- 
chlorkohlenstoff als apolare Fltissigkeiten nur wenig Blattlipide 16sen und somit als 
Suspensionsmittel ffir die Isolierung yon Zellkomponenten aus Blattzellen mit der 
nichtw'~isserigen Trennmethode geeignet sind. 

Als Erg~.nzung hierzu wird im folgenden angegeben, in welchem Masse die 
Lipidextraktion durch diese beiden organischen L6sungsmittel vonder  Temperatur, 
der Dauer der Einwirkung und vonder  angewandten Menge abh~ngt. Letzteres war 
nur ffir Petrol~ither zu ermitteln, da lediglich hiervon gr6ssere Mengen bei der pr~.para- 
tiven Isolierung von Chloroplasten und Cytoplasma ben6tigt werden. 

Als Versuchsobjekt dienten junge Sprosse vou Elodea canadensis, die wir schon 
bei unseren frfiheren Versuchen haupts~tchlich einsetzten. Vor der Gefriertrocknung 
wurden die Sprosse 4 8 Std im Dunkeln gehalten. Nach der Lyophilisafion wurden 
die Sprosse fein pulverisiert und das Pulver bis zum Gebrauch vor Luftfeuchtigkeit 
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geschti tzt  aufbewahr t .  Die  B e s t i m m u n g  der  Gesamtl ip ide  wurde  nach den fri iheren 
Angaben  durchgef i ihr t  is. 

Das Resu l t a t  der  Versuche ist  in den Fig. 1-3 dargestel l t .  Wie  aus Fig. I he rvor -  
geht ,  ~indert sich die ex t rah ie r t e  L ip idmenge  durch Petrol~ither und  Tet rach lor -  
kohlenstoff  in e inem Tempera tu rbe re i ch  von - - I O  ° bis + IO ° kaum.  l ]be r  + i o  ° ist  
die E x t r a k t i o n  durch beide Flt issigkeiten erhebl ich in tens iver ,  so dass alle Opera t ionen  

3o f 

- -  Pe t ro l~ ther  (60 - 8 0  ° )  
----- Tet rachlorkohlen stof f 

Fig. I .  Elodea canadensis. Lipidextraktion bei 
verschiedenen Tempe~'aturen. Versuchsansatz: 
Bei den angegebenen Temperaturen wurden 
jeweils 5 ° ml Solvens mit I g Sprosspulver 
i Std geschfittelt. Nach Filtration wurde yon 
dem Filtrat ein bestimmtes Volumen unter 
vermindertem Druck bis zur Trockne ver- 
dampft, der Riickstand im Vakuumexsikkator 
fiber konz. SchwefelsAure getrocknet und als 

Lipide gewogen. 

1/2 1 1 t/2 2 2 l/a 3 Std, 

- -  P e t r o l ~ t h e r  ( 6 0 - 8 0  o )  
- - - - -  T e t  r 0 c  h l o r  k o h l e n  s t o f  f 

Fig. 2. Elodea canadensis. Lipidextraktion in 
Abh~ingigkeit yon der zeitlichen Einwirkung 
der LOsungsmittel. Versuchsansatz: Jeweils 5 ° 
ml Solvens mit I g Sprosspulver wurden bei etnva 
2o ° entsprechend den auf der Abszisse ange- 
gebenen Zeiten geschfittelt. Nach Filtration 
wurde yon dem Filtrat ein bestimmtes Volumen 
unter vermindertem Druck bis zur Trockne 
verdampft, der Rfickstand im Vakuumexsik- 
kator fiber konz. Schwefelsi~ure getrocknet und 

als Lipide gewogen. 

1 5  

" ! ~ I L  J 

, a , , t 
s o  100  150  200  250ml  

Fig. 3. Elodea canadensis. Lipidextraktion in Abh~ingigkeit yon der Petrol~thermenge. Versuehs- 
ansatz: Jeweils 2 g Sprosspulver wurden mit den angegebenen Mengen Petroliither (6o-8o °) 
i Std bei etwa 20 ° geschfittelt. Nach Filtration wurde yon dem Filtrat ein bestimmtes Volumen 
unter vermindertem Druck bis zur Trockne verdampft, der Rfickstand im Vakuumexsikkator 

fiber konz. Schwefelsiiure getrocknet und als Lipide gewogen. 

zur Isol ierung der  Chloroplasten m6gl ichs t  un t e r  der  g e n a n n t e n  T e m p e r a t u r  auszu-  
ffihren sind, wen n die E x t r a k t i o n  yon Lipiden au l  ein Minh-num beschrl inkt  b le iben  
soU. E ine  liingere E i n w i r k u n g  der  L6sungsmi t te l  (bis zu 3 Std) e rh6h t  den  L ip idver lus t  
nur  wenig  (Fig. 2). Die  durch  Pet ro l i i ther  ex t r ah ie r t e  L ip idmenge  ist  fast  unabhi ingig  
v o n d e r  a n g ~ v a n d t e n  Menge des L6sungsmi t te l s  (Fig. 3), d.h.,  dass selbst  die Ver-  
wendung  einer  gr6sseren Menge Petrol i i ther  bei der  Fra lc t ionierung von  E lodea-  

. . . .  i l . ~  
Sprossen kemen e rhebhchen  Verlust  an L]plden verursacht .  

Das  Ergebnis  der  Versuche zeigt ,  dass  bei A n w e n d u n g  tier BEHRENs-Methode 
zur  Isol ierung von Chloroplasten and  Cytop lasma  aus Bla t tze l len  nur  ein ger inger  
Lip idver lus t  e in t r i t t ,  wenn Petrol i i ther  und  Tet rach lorkohlens tof f  bzw. deren  Mi- 
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schungen ars Suspensionsmedium gewttiflt werden und die Temperatur  w~hrend der 
Isolierungsoperationen unter  Io ° bleibt. Der eingetretene Lipidver!ust verfiilscht die 
Analyse der  isolierten Chloroplasten dann nur wenig; demgegentiber erleiden Chloro- 
plasten bei Isolierung in w/isserigen Medien einen starken Stoffverlust. Insbesondere 
werden leicht Proteine au.sgewaschen. So fand HEBErd * durch seine Untersuchungen 
fiber den Chloroplastenproteinanteil  am Gesamtproteingehalt  der Blattzelie (",~'eizen- 
und Saubobnenbl/ i t ter  als Versuch~material) naeh Isotierung der Chloroplasten in 
wiisserigem und in niehtw/isserigem Milieu, dass bis zu 5o % des Chh, roplastenproteins 
wiihrend der Isolierungsoperation in w/isserigen Medien verlorengehen. \rv'eiterhin 
wurden durch elektronenmikroskopische Untersuehungen Unterschiede im Protein- 
gehalt  der  naeh den beiden Methoden isolierten Chloroplasten festgestellt ; nach  dem 
Ergebnis  der Untersuchungen ist der Proteingehalt  der nach der BEHREXs-Methode 
gewonnen Chloroplasten h6her ~5. 

Bei den von uns vorgenommenen vergleichenden Untersuehungen konnte ebenfalls 
ein erheblicher Unterschied im Proteingehalt  der  Chloroplasten festgestellt werden. 
Im wiisserigen Milieu (0. 5 M Rohrzuckerl6sung) durch fraktionierende Zentrifugierung 
des Sprosshomogenats (MENKE ls, GRANICK 17 and MCCLENDON 18) isolierte and an- 
schliessend gefriergetrocknete Elodea-Chloroplasten enthielten 7.0 % Proteinstiekstoff, 

TABELLE I 
Elodea canadensis. PROTEINVERLUST VON IN NICHTW~XS.'4ERIGEM MILIEU GIgXVONNI~NEN 

CHLOROPLASTEN NACH SUSPENSION IN WJ{SSERIGEN ISOLATIONSFLf~'SSIGKEITEN 
Versuchsansatz: In je io ml der aufgefiihrten Fliissigkeiten wurden 50 mg Chloroplasten sus- 
pendiert und die Suspensionen unter gelegentlichem Schfitteln I Std bei 4 aufbewahrt, Nach 
dem Zentrifugieren wurde in den chloroplastenfreien Cberstiinden das Protein durch Zugabe 
yon 2o prozentiger TrichloressigstiurelOsung (i0 ml pro Ansatz) gefiillt und die Niederschltige 
kjeldahlisiert (Methode nach BEETtg). Zur Ermittlung des Proteins wurden die gefundenen 

Stickstoffwerte mit 6.25 .mltipliziert. 

Suspensionsmedium t'roteim'erlust (%) 

0. 5 3I Rohrzuckerl6sung 28.9 

0.35 M Natriumchlnridl~s,ng 27.5 

Dest. Wasser 28. 9 

0. 4 M Rohrzuckerl6sung- 
0.15 3I Phosphatpuffer (plq 7.0) 31.2 

was einen Proteingehal t  von 43.75 % ergibt (Faktor  6.25); dagegen ermit tel ten wir 
bei in nichtw/isserigem Milieu (Petroliither, Tetrachlorkohlenstoff) gewonnenea Elodea- 
Chloroplasten (DichtegrzAienten-Verfahren) einen Proteinstickstoffgehalt  yon 8. 7 %, 
woraus sich ein Proteingehalt  yon 54-4 % errechnet (alle Angaben sind Mittelwerte). 

Ft i r  einen Proteinverlust  tier Chloroplasten bei Isolierungsoperationen in was- 
serigem Milieu spricht auch folgender Versuch: Werden in organischem Milieu ge- 
wonnene Chloroplasten nachtr~iglich dem Milieu der  w/isserigen Trennverfahren aus- 
gesetzt, so verlieren sie einen betr/ichtlichen Teil ihres Proteins (s. Tabelle I). 

Staatliches Chemisches Untersuchtmgsamt, 
Giessen (Westd3utschland) 

R. THALACKER 
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