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Het determinatie-systeem der bacterién volgens LEHMANN
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gists (Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology).
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De methode der bepaling van het ,,werkelijk eiwit’’ volgens
STUTZER, zooals deze is voorgeschreven door de Rijkslandbouw-
proefstations, dient te worden vervangen door die van BArN-
STEIN,

111

Zware kleigronden zijn op te vatten als gronden met een hoog
gehalte aan hydrophyle colloiden.

IV

Bjj het colloidchemisch bodemonderzoek dient naast de be-
paling van het gehalte aan afslibbare bestanddeelen het zwel-
lingsvermogen der bodemcolloiden te worden gemeten.
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Negatieve osmose is cen bijzonder geval van electro-endos-
mose en kan verklaard worden door het optreden van diffusie-
potentialen.

VI

De ionen der electrolyten vormen in waterige oplossing
hydraten.
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Standpasteurisatie bij 63° gedurende 30 minuten is wit een
oogpunt van hygiéne te verkiezen boven de thans gebruaikelijke
kortdurende pasteurisatie bij hoogere temperaturen.

VIII

Bij biologische onderzoekingen dient, voor zoover dat moge-
lijk is, de fout van de methode te worden bepaald; door CLAREN-
BURG is bij zijn onderzoek naar de waarde van de , kleine-plaat-
culturen’’ volgens FrosT voor de bepaling van het aantal
levende bacteridn in melk, hieraan niet voldoende aandacht

geschonken.
(A. CLARENBURG, Diss. Utrecht 1925).
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De cellen van den wortel der suikerbiet zijn in staat suiker
te binden.
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In de proefnemingen van de Rijkslandbouwconsulenten dient
door onderlinge samenwerking en samenwerking met landbouw-
kundige instellingen meer eenheid te worden gebracht.

XII
De specialisatie in den Landbouwvoorlichtingsdienst dient
verder te worden doorgevoerd dan thans het geval is.
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INLEIDING.

Bjj de cultuur van de landbouwgewassen, de voeding van
mensch en dier, kortom de verzorging van de stoffelijke belangen
van alles wat leeft, nemen we stilzwijgend aan, dat de stoffen, die
we als bemesting of voedsel aan de te verzorgen individuen
toedienen, tenslotte door de levende cel direct of nadat een reeks
van omzettingen heeft plaats gehad, worden opgenomen en in
het inwendige van die cel tot opbouw of tot het verrichten van
levensfuncties dienen. De celwand en ook het protoplasma moeten
dus volgens onze begrippen permeabel zijn voor deze voedings-
stoffen.

Tevens weten we, dat een groot aantal stoffen schadeljk is.
Ook van deze wordt in het algemeen aangenomen, dat ze in het
levende protoplasma naar binnen kunnen dringen. Deze permea-
biliteit kan echter ook het gevolg zijn van beschadiging van het
protoplasma, zoodat de eigenschappen hiervan geheel zijn ver-
anderd door de werking van de schadelijke stof.

Aan den anderen kant weten we, dat waardelooze, soms zelfs
schadelijke afvalproducten, welke bij de dissimilatie van ei-
witten en koolhydraten ontstaan, uit de cel diffundeeren, terwijl
andere oplosbare stoffen daarentegen in groote hoeveelheden in
de cel worden opgehoopt, zonder dat zij naar buiten treden,
zoolang de cel intact blijft. Zoo worden suikers, in bladcellen der
suikerbiet gevormd, naar den wortel getransporteerd, waar zijj
de cellen binnen dringen en nu vastgehouden worden. Pas wan-
neer de cel door verwarming of op andere wijze beschadigd wordt,
kan de suiker naar buiten diffundeeren. In andere planten-
organen worden zuren of kleurstoffen in betrekkelijjk hooge
concentraties aangetroffen. Zeer bekend is ook het verschijnsel,
dat organische, zoowel als anorganische stoffen zich zeer ver-
schillend en schijnbaar op de meest grillige wijze verdeelen over
cellen en de hen omringende vloeistof. Uit de chemische analyse
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van de aschbestanddeelen van bloedlichaampjes en bloedserum
vond ABDERHALDEN, dat het serum van de onderzochte dier-
soorten meer Na- bevat. dan de bloedlichaampjes; in die van
paard, varken en konijn onthreekt het Na- zelfs geheel. Daaren-
tegen is het kaliumgehalte der bloedlichaampjes steeds grooter
dan dat van het serum. Het chloor bevindt zich hoofdzakelijk
in het serum, terwijl de bloedlichaampjes belangrijk meer an-
organisch phosphorzuur bevatten (HéBER, 43. blz. 454). WODE-
HOUSE (149) vond in het celsap van Valonia een veel hooger ka!i-
gehalte dan in het omringende zeewater; magnesium kwam In
het celsap slechts in zeer geringe hoeveelheden voor, terwijl
sulfaat geheel ontbrak, niettegenstaande het zeewater van deze
beide ionen tamelijk veel bevat. Daarentegen werd op nitraat,
dat in het zeewater niet kon worden aangetoond, in het celsap
een duidelijk positieve reactie verkregen. Uit deze en vele andere
voorbeelden blijkt duidelijk, dat bij de opname van stoffen door
levende organismen niet uitsluitend diffusieverschijnselen, doch
ook nog andere factoren van belang zijn.

Ofschoon de permeabiliteit van het protoplasma voor vele
stoffen reeds lang als vaststaand werd aangenomen, is het nog
slechts een veertigtal jaren geleden, dat bj de plasmolyse van
plantencellen verschijnselen werden waargenomen, die ongeveer
gelijktijdig de botanici Hveo DE VRIES (145, 146), JANSE (51,
52} en KLEBS (59) op het spoor brachten van een methode van
onderzoek naar de opneembaarheid van stoffen door de planten-
cel. ITn het jaar 1876 schreef PFEFFER (100) nog: ,,Abgesehen
von Farbstoffen und den Kérpern, welche ihren Eintritt durch
Reaction im gefirbten Zellsaft kenntlich machen, ist iiber die
diosmotischen Eigenschaften der Plasmamembran sehr wenig
bekannt und um den Uebertritt kleiner Mengen anderer Stoffe
direkt feststellen zu konnen reichen auch bisher angewandte
Methoden nicht aus.”

Reeds in 1871 verrichtte DE VRIES (142) proeven over de
contractie van het protoplasma van cellen van de roode biet,
door deze in zoutoplossingen te brengen. Deze protoplasma-
contractie, in zoutoplossingen met hoogere osmotische concentra-
tie dan het celsap, verklaarde NAGELI (75) door de diosmotische
eigenschappen van het protoplasma, dat vergeleken werd met
TRAUBE’s (133) semipermeabele neerslagmembranen. D VRIES
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(143, 144), voortbouwende op dit principe, bepaalde nu, welke
concentratie van verschillende stoffen noodig is, een contractie
van het protoplasma te veroorzaken, die juist aanleiding geeft
tot loslaten van het protoplasma van den celwand. Deze bepaling
der plasmolytische grensconcentratie berust op het beginsel,
dat de cel te vergelijken is met een osmometer met volkomen
semipermeabele membraan. Slechts wanneer dit het geval is,
kunnen deze coéfficienten dezelfde waarde hebben als Vax
T Hor¥’s factor ,,1”.

Reeds spoedig werden nu aan KLEBS, JANSE en DE VRIES
stoffen bekend, die bij abnormaal hooge concentraties plasmoly-
seeren. OQok was van deze stoffen de plasmolytische grens-
concentratie niet constant. Met ureum en glycerine kon welis-
waar plasmolyse worden verkregen, na eenigen tijd echter trad
deplasmolyse in, zoodat de concentratie moest worden verhoogd,
om weer plasmolyse te kunnen verkrygen. De plasmolytische
grensconcentratie was verschoven en met deze hoogere concen-
tratie was nu het celsap isotonisch. Het verschijnsel vertoont
groote overeenkomst met het terugloopen van den osmotischen
druk in den osmometer, als de opgeloste stof langzaam door de
membraan diffundeert. Genoemde schrijvers meenden dan ook,
de opname van deze stoffen door de cel bewezen te hebben.

Spoedig volgden nu vele van dergelijke waarnemingen. Het
was vooral OVERTON (87, 88, 89), die op deze wijze de meerdere
of mindere opneembaarheid van vele stoffen bepaald heeft. Het
zeer omvangrijke permeabiliteitsonderzoek van OVERTON (90,
91, 92) met deze en andere methoden leidde hem tenslotte tot
het opstellen van de volgende algemeen geldende permeabiliteits-
regels, waarvan de juistheid in groote trekken ook thans nog kan
worden aanvaard.

Zeer snel worden geabsorbeerd de eenwaardige alcoholen,
aldehyden en ketonen, aldoximen en ketoximen, mono-, di- en
trihalogeen koolwaterstoffen, nitrilen en nitroalkylen en de
neutrale esters van organische en anorganische zuren. Zjj ver-
oorzaken geen plasmolyse en dringen dus even snel of sneller door
het protoplasma dan water. Minder snel diffundeeren 2-waardige
alcoholen en amiden van éénwaardige zuren, glycerine, ureum
en thioiireum, stoffen dus met meerdere hydroxyl- of amido-
groepen. Uiterst langzaam worden de aminozuren opgenomen,
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terwijl by de 6-waardige alcoholen en suikers geen permeabiliteit
kon worden waargenomen. Met toenemend aantal hydroxyl-
of amidogroepen neemt blijkbaar de opneembaarheid af. Basische
anilinekleurstotffen dringen naar binnen, terwijl sulfozure kleur-
stoffen niet in staat zijn de levende cel te kleuren. Zouten van
alkalién en aardalkalién gaan niet naar binnen. Zij veroorzaken
blijvende plasmolyse. OVERTON’s proefnemingen leidden tot
de theorie, dat de grenslaag van het protoplasma zou bestaan
uit een mengsel van lipoiden. Alle stoffen, die in lipoiden oplos-
baar zijn, worden door de cel opgenomen, en de snelheid waarmee
dit gebeurt, is afhankelijk van de deelingsquotiénten tusschen
water en olie (89, 90, 91, 92, 93).

De lipoid-theorie, die op physisch-chemisch gebied zijn ana-
logon vindt in de theorie der ,,auswdhlenden Léslichkeit’” voor
de permeabiliteit van halfdoorlatende wanden, opgesteld door
NERNST (77, 78) en TAMMANN (127), in beginsel reeds door
L’HErMITE (40) aangegeven, werd in wezen reeds in 1888 door
QUINCKE (105) uitgesproken, die tot de conclusie kwam, dat de
celinhoud omgeven is door een zeer dunne vloeibare laag, die
niet in alle verhoudingen met water mengbaar is en misschien
uit een vette olie of vloeibaar vet bestaat.

Hoe aantrekkelijk de theorie van OverTON ook is, en hoevele
feiten er ook door worden verklaard, toch zijn er te veel tegen-
strijdigheden tusschen theorie en werkelijkheid, om haar voet-
stoots te aanvaarden. Een groote massa organische stoffen,
waaronder de meeste organische vergiften en geneesmiddelen,
worden door de cel opgenomen, terwijl voedingsstoffen als amino-
zuren en suikers en ook anorganische zouten niet of niet merkbaar
naar binnen zouden dringen. ,,Die Aufklirung dieses scheinbaren
Widerspruchs scheint mir als eine der wichtigsten Aufgaben der
Zukunft....” zegt OveERrTON (92). Naast de zuiver osmotische
permeabiliteit, welke berust op ,,auswihlende Loslichkeit”,
vermoedt OVERTON, dat een opneembaarheid voor eiwitachtige
lichamen en suikers bestaat, waaraan de cellen actief deelne-
men (89).

Zooals voor neerslagmembramen de theorie van NERNST zijn
tegenhanger vindt in de poriéntheorie van M. TraUBE, zoo kan
voor de permeabiliteit van het protoplasma OverroX’s lipoid-
theorie geplaatst worden tegenover de ultrafiltertheorie van



RusLAaND (111), volgens welke uitsluitend het moleculair volume
en de poriéngrootte beslissen over al of niet opneembaarheid
van de stoffen. '

Met behulp van een zeer verfiinde techniek voor de bepaling
van plasmolytische grensconcentraties, of liever wat daarmee
geheel overeenkomt by proeven met Beggiatoa mirabilis, gelukte
het RUHLAND en HorFFMANN (112) het verband vast te leggen
tusschen moleculair volume en opneembaarheid voor zeer uit-
eenloopende organische stoffen, waaronder kleurstoffen, alca-
loiden, glucosiden, suikers, meerwaardige alcoholen e.a.Uitzonde-
ringen vormen de zuuramiden en aminozuren, die te langzaam
diffundeeren, terwijl voor de anorganische zouten geldt, dat
hun doorlaatbaarheid additief bepaald wordt door de eigen-
schappen van de samenstellende ionen. Deze beinvloeden den
zwellingstoestand van het protoplasma meer of minder, overeen-
komstig hun plaats in HormEIsTER's (49) lyotrope reeksen. De
ultrafiltertheorte blijft hierbij van kracht. De snelheid der
diffusie hangt echter bovendien af van den zwellingstoestand der
protoplasma-colloiden, geheel in overeenstemming met de mee-
ning van Kanuo (56, 57, 58).

Het blijkt dus door verfijnde techniek mogelijk ook de per-
meabiliteit van anorganische zouten, aminozuren en suikers
aan te toonen. Voor KNO, was dit reeds vroeger gedaan door
JANSE (51, 52) en VAN RIJSSELBERGHE (113}, e.a., terwijl vooral
FIrTiNG (21) met een zeer nauwkeurige plasmolytische methode
van vele zouten de opneembaarheid aantoonde. Nu zijn deze
plasmolytische methoden gebaseerd op de beschouwing van de
cel vanuit een eenvoudig osmotisch oogpunt, waarbij de cel te
vergelijken is met cen osmometer. Het herstel van het osmotische
ecvenwicht, dat ontstaat, wanneer de cel in anisotonische op-
lossingen wordt gebracht, is naar deze zienswijze het gevolg
of van waterverplaatsing, 0f van diffusic van de opgeloste stof.

Complicaties doen zich reeds voor, wanneer naast endosmose
der in de buitenvloeistof opgeloste stof ook exosmose uit het
celsap optreedt. Op een andere mogelijkheid voor het vormen
van een nieuwen evenwichtstoestand wees reeds VanN R1ssseL-
BERGHE. Wanneer een cel in een hypotonische oplossing gebracht
wordt, neemt zij zoolang water op, tot de elasticiteit van den
celwand een verdere zwelling belet. De kracht, waarmee het
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water wordt opgenomen (,,Saugkraft’’ volgens URSPRUNG en
Brum (140), ,,suction pressure’ volgens STILES (119)) kan zoo
groot zijn, dat de celwand daaraan niet voldoende weerstand
kan bieden en barst. In hypertonische oplossingen verliezen de
cellen daarentegen hun turgor. Door stofwisselingsregulatie kan
nu de cel den turgor binnen zekere grenzen regelen. Door VAN
R17sSELBERGHE werd waargenomen, dat in sterk hypotonische
oplossingen kristallen van Ca-oxalaat in de cellen werden ge-
vormd, wat een verlaging van den osmotischen druk van het
celvocht tengevolge heeft. Deze ,,katatonose” is het tegengestelde
van de eveneens door VAN RIJSSELBERGHE beschreven ,ana-
tonose”’, welke optreedt in hypertonische oplossingen bv. door
vorming van oxaalzuur uit reservestoffen als zetmeel. Z060
bewaart de cel door diffusie van water en opgeloste stoffen en
door stofwisselingsregulatie een zekeren osmotischen overdruk
t.0.v. de omringende vloeistof, welke het grootst is bij 0,2—0,4 %
KNO, en nul wordt in nitraat oplossingen van 2,2—2,4 %.
Wanneer deze verschijnselen zich voordoen, is de verschuiving
van de plasmolytische grensconcentratie geen bewijs meer voor
de stofopname.

Er bestaan echter nog andere bezwaren tegen de osmotische
opvatting van DE VRies. Isotonie kan nl. niet zonder meer
gelijk gesteld worden met osmotischen druk van het celsap.
De druk in de cel op den wand uitgeoefend, is op te vatten als de
algebraische som van osmotischen druk van het celsap, centraal-
druk van het protoplasma, zwellingsdruk van de protoplasma-
colloiden en osmotischen druk van de buitenvloeistof. In cellen
zonder vacuole kan volgens PFEFFER (102) de zwellingsdruk van
het protoplasma een belangrijk deel van de plasmolytische
grensconcentratie compenseeren. Wanneer nu zouten of ionen
den zwellingstoestand van de celcolloiden beinvloeden, wordt
daardoor ook de isotonische concentratie verschoven. Dit be-
hoeft niet alleen te gelden voor de protoplasma-colloiden, maar
ook voor in de vacuole voorkomende colloidaal opgeloste stoffen
is de mogelijjkheid van verschillenden hydratatiegraad onder
verschillende omstandigheden niet uitgesloten.

OsTwaLp (86), die de molecuulzeef-theoric van M. TRAUBE
overdroeg op ionen, heeft aangetoond, dat electrolyten slechts
door membranen kunnen diffundeeren, als hun ionen doorgelaten



worden. Is een der ionen impermeabel, dan treedt geen diffusie
op. In dit geval kan het doorlaatbare ion slechts diffundeeren,
wanneer tegengesteld geladen ionen in dezelide richting gaan,
of wanneer uitwisseling plaats heeft met gelijk geladen ionen,
welke zich in tegengestelde richting bewegen. Wanneer we dit
op de cel overdragen, is het duidelijk, dat blijjvende plasmolyse
optreedt bij electrolyten, terwijl toch een der ionen door de cel
wordt geabsorbeerd.

STILES wees nog op een andere fout, die bij plasmolytische
methoden kan worden gemaakt. Wanneer een stof in de cel
dringt en daar aanleiding geeft tot de vorming van een onop-
losbare verbinding, of wanneer zij zoodanig wordt gebonden, dat
de osmotische druk van het celsap er niet door verandert, kan
deze stof toch blijvend plasmolyseeren, zoolang de concentratie
buiten de cel hoog genoeg blijft. Zoo vonden STILES en J gRGEN-
sEN (122), dat coupes van aardappelknollen en koolrapen in
keukenzoutoplossingen constant geplasmolyseerd bleven, terwijl
STILES en KipD (124) constateerden, dat Na(l, z het dan ook
langzaam, door deze weefsels werd opgenomen. Ook is door het
werk van PrEFFER (101) e.a. met bepaalde, meestal basische
kleurstoffen bekend, dat deze in de cellen tot veel hoogere concen-
tratie worden opgenomen, dan waarin ze buiten de cel aanwezig
zijn. Dit schijnt slechts mogelijk, wanneer zij in de cel adsorb-
tief of chemisch gebonden worden of wanneer ze in bepaalde
celbestanddeelen sterker oplossen dan in andere.

Van vele stoffen is bekend, dat zij in de cel neerslagen veroor-
zaken. Zoo toonde C. DARWIN (13) aan, dat ammoniumecarbonaat
een troebeling veroorzaakt in wortelcellen van Euphorbia
peplus; PFEFFER vond, dat oplosbare carbonaten en oxalaten in
het celsap hun Ca-zouten precipiteeren, terwijl OSTERHOUT (83)
omgekeerd met oplosbare Ca-zouten oxaalzuur in de cel kon
neerslaan. Zoo is de opneembaarheid van deze zouten of hun
ionen bewezen. Bij plasmolytische methoden moet echter reke-
ning gehouden worden met de vorming van dergelijke verbin-
dingen, die den teruggang der plasmolyse tegenhouden.

Willen we de juiste permeabiliteitsverhoudingen kennen, dan
moeten we de hoeveelheid stof bepalen, die gedurende de tijds-
eenheid door de eenheid van oppervlak diffundeert bij de een-
heid van concentratieverval. Verschillende onderzoeckers, die
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zich met het meten der permeabiliteit hebben bezig gehouden,
hebben zich dit doel meer of minder duidelijk voor oogen gesteld
endaarnaar hun onderzoekingsmethode ingericht. Deze methoden
nu zijn legio. In het le hoofdstuk zullen de belangrijkste ervan
worden besproken en zal worden nagegaan, in hoeverre zij aan
het gestelde doel beantwoorden.



HOOFDSTUK [.

HISTORISCH OVERZICHT VAN DE METHODEN DER
PERMEABILITEITSBEPALING.

Bij de beoordeeling van de methoden der permeabiliteits-
bepaling en der daarmee verkregen resultaten moet er op gelet
worden, dat de snelheid, waarmee een stof door een cel wordt
opgenomen, niet alleen afhangt van de permeabiliteit van de
membraan, maar tevens van het concentratieverval. Het con-
centratieverval nu hangt af van de hoeveelheid stof, die reeds
naar binnen gediffundeerd is, van het volume, waarin deze stof
is opgelost en tevens van de omzettingen binnen de cel. Het is
daarom in zekeren zin onjuist, snelheid van stofopname te identi-
ficeeren met diffusie-snelheid.

Afgezien van eenige groepen van stoffen, waarvan de opneem-
baarheid door directe waarneming kan worden bepaald, zooals
o.a. het geval is by kleurstoffen, stoffen, die in de cel een neerslag
veroorzaken met looizuur of andere verbindingen of hun ionen.
en zuren of basen, die in bepaalde gekleurde cellen een kleur-
omslag teweeg brengen. kunnen de uit de litteratuur bekende
methoden der permeabiliteitsbepaling worden ingedeeld in
3 groepen, te weten:

A. Osmotische methoden.

B. Chemische methoden en

C. Physische methoden, waaraan we dan als 4e groep kunnen

toevoegen :

D. Permeabiliteitsbepaling door directe waarneming van zickt-

bare veranderingen in de cel.

Naar gelang van het proefobject moet de keuze der te gebruiken
methode worden bepaald.

A. In de groep der Osmotische methoden ontmoeten we een
groote verscheidenheid van werkwijzen, alle berustende op

2
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meting of waarneming van verplaatsing van water in of uit de
cel of van veranderingen, daardoor teweeg gebracht.

1. De oudste dezer methoden is wel die der plasmolytische
grensconcentraties of 1sotomische coéfficienten, waarvan het principe
reeds in de inleiding werd besproken.

Plantencellen, die zich goed leenen voor het waarnemen van
plasmolyse worden in oplossingen met stijgende concentratie
gebracht.

Microscopisch wordt dan bepaald, bij welke concentratie de
plasmolyse juist begint. De verhouding van deze plasmolytische
grensconcentraties tot die van een stof, welke niet door de cel
wordt opgenomen, is volgens LEPESCHKIN (65) en TRONDLE
(134, 135) een maat voor de permeabiliteit. De grensconcentratie
van saccharose of van raffinose (RUHLAND en HorFmaNN (112))
wordt hierbij meestal als eenheid aangenomen. Van deze suikers
is dan verondersteld, dat zij niet door de cel worden opgenomen.
Dit schijnt toelaatbaar; er zijn althans geen stoffen bekend,
die bijj lagere concentratie plasmolyse veroorzaken. Bj electro-
lyten moet de dissociatiegraad in aanmerking worden geno-
men, terwijl in sommige gevallen met de vorming van complexe
ionen, misschien ook van hydraten, rekening dient te worden
gehouden.

De nauwkeurigheid van de methode hangt vooral af van het
concentratieverschil tusschen twee opeenvolgende oplossingen,
dat nog juist plasmolyse waarneembaar maakt. Het is daarom
noodig, gemakkelijk plasmolyseerbare en zoo mogelijk osmotisch
gelijkwaardige cellen voor dit onderzoek te gebruiken.

Als maatstaf voor de permeabiliteit berekende LEPESCHKIN
C,—C

c, ’
plasmolytische grensconcentratie der niet diffundeerende stof
(saccharose) en O, die der gevraagde. Geheel overeenkomstig hier-

mee bepaalde TroNDLE (134, 135) de permeabiliteits coéfficient

1 . . . . . . . . .
p = l—, waarin ¢ de dissociatiefactor isent’, die uit de grens-

(66) de permeabiliteitsfactor u = waarin C voorstelt de

concentratie berekend.

Nu werd door FirTiNg (22, 23) en door STILES (119) gewezen
op bezwaren, die bestaan tegen het gebruik van isotonische
coéfficienten voor de permeabiliteitsbepaling. Behalve de reeds
in de inleiding vermelde verschijnselen, die aantoonen, welk een
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ingewikkeld en moeilijk te begrijpen meetinstrument de cel is,
komen F1rTING’s bedenkingen in hoofdzaak op het volgende neer:

Er wordt aangenomen, dat de celmembranen saccharose niet
doorlaten; hiervoor zijn niet voldoende bewijzen geleverd. Het
is niet bekend, in hoeverre de permeabiliteit van het protoplasma
door de stoffen beinvloed wordt. Cellen, die een langen tijd in
water gelegen hebben, zijn dikwijls veel moeilijker te plasmoly-
seeren dan cellen, die deze voorbehandeling niet hebben onder-
gaan; de grensconcentratie is tengevolge van het spoelen dus
verhoogd en de cel schijnbaar doorlatender geworden. De
deplasmolyse van deze cellen geschiedt echter veel langzamer
dan normaasl, zoodat de permeabiliteit geringer geworden is.

Verder wordt de maximale plasmolyse voor suikers en ver-
schillende zouten op verschillende tijden bereikt. Ook uit zuiver
physisch oogpunt heeft FirTine bezwaar tegen het vergelijken
van deze isotonische coéfficienten met de physisch-chemisch
bepaalde ,,i”" waarden. De wet van VAN ’t Horr geldt slechts
voor zeer verdunde oplossingen.

Ook STILES wijst op de verwaarloozing van den tijdfactor bjj
de bepaling der permeabiliteitscoéfficienten.

Een aantal van de bovengenoemde bezwaren werden nu door
Firrixe ondervangen door gebruik te maken van:

2. De methode der deplasmolyse.

Deze methode, die voor het eerst door OVERTON (87) op groote
schaal werd toegepast, bezit eenige belangrijke voordeelen boven
de voorgaande. In de eerste plaats wordt niet de impermeabili-
teit voor een of andere verbinding aangenomen, ten tweede wordt
de tijd in rekening gebracht, waardoor het mogelijk is de snel-
heid van het proces te vervolgen en ten derde wordt geen ge-
bruik gemaakt van den dissociatie-factor.

Volgens deze methode is de tijd, die noodig is voor volledige
deplasmolyse, een maat voor de snelheid der endosmose. Ook
voor giftige en weinig oplosbare stoffen, waarvan slechts geringe
concentraties kunnen worden aangewend, bepaalde OVERTON
zoo de opneembaarheid. Zij werden in kleine hoeveelheden toe-
gevoegd aan nog juist hypotonische of isotonische concentraties
van stoffen, waarvoor de wand impermeabelis, zoodat geplasmo-
lyseerd werd met den geringen partieelen druk van de giftige of
weinig oplosbare stof.
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Door FirTING (21, 22, 23) werd de methode zoodanig uitgevoerd.
dat hij den tijd kon meten, die noodig was om de plasmolytische
grensconcentratie over een zeker concentratieverschil te ver-
schuiven.

Het is duidelijk, dat de, in de inleiding reeds genoemde be-
zwaren, tegen de osmotische opvatting der cel zich hier met volle
kracht doen gelden. Inplaats van de permeabiliteit wordt eigenlijk
de snelheid gemeten, waarmee het water zich in de cel begeeft,
onder invloed van een groot aantal factoren, van welke FITTING
slechts de endosmose der opgeloste stof in aanmerking heeft
genomen. Versnellend op de deplasmolyse werken endosmose en
anatonose, evenals verhooging van den zwellingsdruk van het
protoplasma. Vertragend werken daarentegen exosmose van
- stoffen uit het celsap, katatonose, binding van de binnengedron-
gen stof in de cel, uitwisseling van ionen en verlaging van den
zwellingsdruk der celcolloiden.

Ofschoon FiTTING’s proeven de permeabiliteit van de cel voor
een aantal electrolyten zeer waarschijnlijk maken, vormen ze
geen absoluut bewiljs, en laten ze tevens geen quantitatieve
meting der permeabiliteit toe. Ook is de conclusie, dat het ver-
blijf in de zoutoplossingen bv. in KNO, de permeabiliteit ver-
mindert, niet geoorloofd. De vertraging der deplasmolyse in deze
oplossingen kan geheel verklaard worden door aan te nemen.
dat de teruggang het uitsluitend gevolg is van anatonose. Is het
reserve materiaal, waaruit de osmotisch werkzame stof wordt
gevormd, geheel verbruikt, dan kan geen verdere deplasmolyse
optreden. Aan den anderen kant is het mogelijk, dat de stof
weliswaar in de cel dringt, maar daar geadsobeerd wordt, zoo-
dat de hydratatiegraad der colloiden toeneemt. De deplasmolyse.
die hierdoor versneld wordt. houdt op zoodra de celcolloiden
adsorbtief verzadigd zijn. Schijnbaar is nu de cel impermeabel
geworden. Dat een dergelijke beinvloeding van den hydratatie-
graad van colloiden mogelijk is, bleek uit onderzoekingen van
SH. DokaN (14), die o.a. proeven deed over de zwelling van agar-
agar en glycogeen in electrolytoplossingen.

Een werkwijze, welke veel overeenkomst heeft met die van
Firrineg is:

3. HOFLER's plasmomelrische methode (45, 46, 47, 48).

Het principe dezer methode is gebaseerd op de wet van
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BovLE-MARIOTTE-VAN T HOFF, p X v = consl., waarin p den
osmotischen druk en v het volume van de oplossing voorstelt.

Een cel, waarin het volume ( Vz) van den turgorloozen nog niet
geplasmolyseerden protoplast nauwkeurig bekend is, wordt in
een hypertonische oplossing met een concentratie ¢ krachtig
geplasmolyseerd en nu wordt nogmaals het volume nauw-

keurig bepaald (Vp.) Geldt de wet van BoYLE-MARIOTTE-VAN
Ve
V;.
Is nu geplasmolyseerd met een permeabele stof, dan neemt na
cenigen tijd het volume weer toe en wordt V', en de grenscon-

!

P

Ve
nu uitgedrukt door 00

r Horr, dan is de plasmolytische grensconcentratie O = € X

centratie isnu 0’ = (! X . De snelheid der stofopname wordt

o . ey . -
-, waarin { de tijd is, die tusschen twee

metingen is verloopen.

Ook hier wordt dus de verschuiving der plasmolytische grens-
concentratie als een functie van den tijd bepaald. Deze ver-
schuiving wordt dan uitsluitend aan de doorlatendheid van het
protoplasma toegeschreven. Voor bedenkingen, die hier tegen
bestaan, kan naar bovenstaande worden verwezen. Ook is het
de vraag, in hoeverre het geoorloofd is, den geheelen proto-
plast als een door een semipermeabele membraan omgeven
oplossing te beschouwen. Slechts bi cellen met een zeer dun
wandstandig protoplasma is , HOrLER’s methode misschien
toelaatbaar. Althans werden door hem met langgerekte, regel-
matig gevormde cellen uit stengels van Tradescantia guianensis
Vp
Ve
binnen ruime grenzen constant bleef. Bij deze proeven diende
saccharose als plasmolyticum.

Door Overron (92) werd met protoplasmarijke spiercellen
echter duidelijjk aangetoond, dat het volume der cellen in een
minder eenvoudige verhouding tot den osmotischen druk der
oplossing staat. Ook door HoFLER (45) werden met andere cellen
afwijkingen waargenomen, die hi) toeschrijft aan het proto-
plasma. Met stijgende concentraties vormden de O-waarden een
opk]immen(le recks, m.a.w. de inkrimping was relatief te klein.
Aangezien echter in deze proeven met kaliumnitraat werd
geplasmolyseerd, 1s deze geringere inkrimping waarschijnlijk
ook voor een deel aan permeabiliteit toe te schrijven.

waarnemingen gedaan, waarbij de betrekking O = (' X
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H6rLER’s methode is verder slechts bruikbaar, wanneer van
de cellen de inhoud van den protoplast zeer nauwkeurig kan
worden berekend, zooals het geval is bij de cylindrische cellen
uit stengels van Trad. guianensis.

Een andere methode, welke eveneens op osmotische eigen-
schappen van de cel berust, is die, waarbij :

4. Gewichts- of Volume-veranderingen van weefsels of van een
groot aantal cellen worden gemeten.

OverTON (92) heeft op deze wijze de permeabiliteit van spier-
cellen voor een groot aantal stoffen bepaald. In een keukenzout-
oplossing, die met de spiercellen isotonisch is, verandert het
gewicht der levende spier niet; wanneer echter een deel van het
keukenzout door een opneembare stof wordt vervangen, neemt
de spier evenveel water op alsof deze stof niet aanwezig was. De
snelheid, waarmee de evenwichtstoestand wordt bereikt, hangt
af van de permeabiliteit der spiercellen voor de toegevoegde
stof, echter ook van andere factoren.

Een geheel andere verklaring wordt door M. H. FISCHER (24,
25) van deze gewichtsveranderingen gegeven. Hij ontkent het
bestaan van semipermeabele membranen om den protoplast.
Het gewicht of volume van een cel hangt volgens FISCHER uit-
sluitend af van het zwellingsvermogen der protoplasmacolloiden.
Physiologische oplossingen zijn die, waarin de zwellingstoestand
niet verandert. De hydratatie wordt vooral vergroot door de
vorming van zuren in de spier. Nu wordt in physiologische
zoutoplossingen deze hydratatie geremd, zoodat de zwelling
niet optreedt.

Ook Miss D. J. LLoyp (67), J. LoEB (69) en F. E. LLoYD (68)
nemen aan, dat de zwelling in de eerste plaats aan hydratatie
der colloiden is toe te schrijven. Door H6BER (43) wordt FISCHER'S
opvatting echter onaannemelijk geacht, daar spieren in iso-
tonische oplossingen van talrijke organische verbindingen, die
niet in de spier dringen en de hydratatie niet beinvioeden, zooals
bv. suikers, hun normale gewicht behouden, wat door OVERTON
werd aangetoond. Ook de door H6FLER gevonden evenredigheid
tusschen osmotischen druk en volume bewijzen, dat in vele
gevallen althans osmotische verschijnselen en halfdoorlatende
wanden den inhoud van den protoplast bepalen.

Volumeveranderingen van roode bloedlichaampjes werden
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gemeten door HAMBURGER (34), HEDIN (38, 39) en KoEPPE (61).
Een bepaalde hoeveelheid bloedlichaampjes werd in verschil-
lende zoutoplossingen gecentrifugeerd. Concentraties, die een
evengroot sediment leveren als bloedserum, zijn isotonisch.
Door RicHARD KEGE (15) is op deze wijze aangetoond, dat de wet
van BOYLE-MARIOTTE-VAN 't HOFF ook voor bloedlichaampjes
geldt, wanneer op het volume der cellen een correctie voor de
disperse phase, de gehydratecerde protoplasmacolloiden, wordt
toegepast. Ook voor vacuolevrije cellen schijnt dus de osmotische
opvatting te gelden.

HyLkEMA (50) paste een sedimentmethode toe voor de be-
paling der permeabiliteit van gistcellen. In dit geval is deze
methode echter niet juist; de celwand der gist volgt het in-
krimpen van den protoplast niet voldoende, terwijl de elasti-
citeit van den wand de uiteenzetting belemmert.

5. GRIINS (32,33) paste voor de bepaling der permeabili-
teit van roode bloedlichaampjes een methode toe, die, ofschoon
zij tot de osmotische methoden behoort, een geheel aparte plaats
inneemt. Zij berust op het verschijnsel, dat bij een bepaald
verschil tusschen den osmotischen druk in de bloedlichaampjes
en die der buitenvloeistof de roode bloedkleurstof naar buiten
treedt. Stoffen, die bij hoogere concentratie dan NaCl aanleiding
geven tot het uittreden der bloedkleurstof, zijn permeant.
Dezelfde methode werd later door HAMBURGER (35) toegepast.

De osmotische methoden der permeabiliteitsbepaling zijn
alle indirecte; zij stellen ons in staat de verhouding der cellen
en weefsels tot het water onder invloed van verschillende fac-
toren meer of minder goed te leeren kennen, zonder dat precies
kan nagegaan worden, welk aandeel elk dezer factoren op den
bereikten eindtoestand heeft. OveEr1ON (93) maakte dan ook de
opmerking, dat plasmolytische methoden alléén nooit zekerheid
geven omtrent het al of niet permeabel zijn der stoffen. Slechts
door controle met andere methoden kan men betrouwbare
gegevens verzamelen.

Op een beter beginsel berusten daarom de:

B. Chemische methoden der permeabiliteitsbepaling, waarbij con-
centratieveranderingen der naar binnendringende stof scheikun-
dig worden aangetoond, of waarbij op de opgenomen verbinding
binnen de cel of in het perssap chemisch wordt gereageerd.
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Reeds Ja~Nsg (51, 52), die de opneembaarheid van nitraten
langs plasmolytischen weg had aangetoond, bewees door che-
mische reactie met sterk zwavelzuur en diphenylamine de aan-
wezigheid van het nitraat-ionin de cel. VAN RIJSSELBERGHE (113)
merkte echter op, dat ook vele cellen, die niet in nitraatoplossin-
gen gelegen hadden, met dit reagens een positieve reactie op
nitraat gaven.

Een stapje verder ging NATHANSORN (76), die de concentratie
van de stof in de oplossing bepaalde, zoowel als in het perssap
der plantendeelen, welke in deze oplossing hadden gelegen en
tot de conclusie kwam, dat de cel in staat is de opname der
zouten te regelen. Nooit werd de concentratie in het celsap
even groot als die er buiten. Het is echter niet waarschijnlijk,
dat de uitkomsten van zijn onderzoek den werkelijken toestand
weergeven. Schijven van 3 mm. dik van Dahliaknollen werden
gedurende een bepaalden tijd in oplossingen gelegd, waarna zjj
met filtreerpapier gedroogd en dan uitgeperst werden. Bi dit
persen treedt in de eerste plaats de interstitiéele vloeistof en
het imbibitievocht van de celwanden uit de weefsels. Daarna
volgt het vrije celvocht en ten slotte misschien nog een deel van
het imbibitiewater der protoplasmacolloiden, al naar gelang van
den bij het persen uitgeoefenden druk. Het is duidelijk, dat de
door het weefsel opgenomen stof in deze drie bestanddeelen van
het perssap in verschillende concentraties aanwezig kan zijn.

Ook STiLES (118) bepaalde de permeabiliteit van weefsels van
aardappelknollen en rapen door scheikundige analyse. Nadat
reeds door STILES en JBRGENSEN (121) en STirES en Kipp (123,
124) de endosmose en exosmose waren gemeten door de verande-
ringen van de geleidbaarheid der oplossing na te gaan, bevestig-
de dit onderzoek het vroeger gevonden resultaat, nl. dat de hoe-
veelheid van een zout of ion, die geabsorbeerd wordt in verhou-
ding tot de concentratie, afhangt van de concentratie. Deze
afhankelijkheid voldoet aan de formule van FREUNDLICH
y = k X ¢™(waarin y = inwendige eindconcentratie, ¢ = uit-
wendige eindconcentratie en k£ en m constanten voorstellen).
Uit lagere concentraties wordt meer stof geabsorbeerd dan uit
hoogere, zoodat in groote verdunningen de concentratie in de
cel vele malen die der vloeistof kan bedragen. Op grond van deze
waarnemingen nemen STILES c¢.s. aan, dat de opgenomen stof
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aan de celcolloiden wordt geadsorbeerd. De stofopname kan
daarom niet als een eenvoudige diffusie door membranen worden
opgevat. Althans dient de osmotische opvatting zoodanig te
worden herzien, dat adsborbtie-evenwichten den eindtoestand
beheerschen.

Nu is het niet duidelyjk, op welke wijze door STILES en mede-
werkers de conceutratie der opgenomen stof is bepaald. Volgens

de formule van FREUNDLICH yy = k X ¢™,is y = % de hoeveel-

heid der stof, die door de eenheid van het adsorbtiemiddel is
geadsorbeerd. Het is nu voor de beteekenis van de uitkomsten
van STILES c.s. niet onverschillig of het geheele weefsel, dan wel
de celcolloiden als adsorbens worden beschouwd.

Terecht meent STILES (120), dat zijn waarnemingen niet in
strijd behoeven te zijn met die volgens plasmolytische methoden
gedaan. Bij deze laatste wordt steeds met tamelijk hooge con-
centraties gewerkt, waarbij misschien slechts een betrekkelijk
geringe hoeveelheid stof wordt geadsorbeerd; vooral zal dit het
geval zijn in protoplasma-arme cellen, voor welke de plasmo-
lytische methoden het best bruikbaar zijn.

SYPNEY G. PAaINE (94) bepaalde de opname van stoffen in
gistcellen chemisch, door zoowel de gist als de vloeistof te ana-
lyseeren, waarna de verhouding der concentratie in het celvocht
der gist tot die in de vloeistof werd berekend. PAINE verkeerde
in het onzekere in hoeverre de door hem waargenomen absorb-
tie moet worden toegeschreven aan permeabiliteit. Hij zegt n.l.
(blz. 306): ,,Since the ycast must of necessity be analysed as a
whole, the question as to howfare into the cells the various
substances have penetrated, must at present remain in doubt.”
De geringe opname van anorganische zouten schrijft hij geheel
toe aan adsorbtie door den celwand. Waarschijnlijker lijkt het
mij, dat deze zouten hoofdzakelijk in het imbibitiewater der
celwanden waren opgelost.

Aschanalyses van levende planten uit water- of zandcultures
of onder normale omstandigheden gegroeid, hebben ons geleerd,
dat waarschijnljk elk element, dat aan de planten geboden
wordt, in de asch voorkomt. Het is echter van vele daarvan niet
bekend, in welken vorm en waar zi) een deel van de plant uit-
maken, in den protoplast, den celwand 0f in de interstiti¢ele vloei-






