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Spektroskopische und Chemische Untersuchungen auf dem lebend Zellen-Staat

Teil 1 Apfel
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(Eingegangen am 30 September 1989)

Einleitung

Dieses Lagerungs-(Konservierungs-)Experiment wurde
durchgefiihrt, um die besten Lagerungsbedingungen der
Friichte zu erhalten; dabei wurde auf die schon ver6ffent-
lichten Untersuchungen! ~7 Bezug genommen.

In Ubereinstimmung mit den oben erwihnten Unter-
suchungen ist der Autor der Meinung, daf ein lebender
Korper bzw. eine Zelle unter kiinstlichen Bedingungen so
lange wie moglich in lebenden Zustand gehalten werden
sollte.

Ein Teil dieses Experimentes bestand darin, einige Fak-

toren zur Erhaltung der physiologischen Bedingung dieser-

lebenden Zellen zu untersuchen; Ziel war die Entwick-
lung einer geeigneten Lagerung (Konservierung).

Als der erste Schritt im Hinblick auf das Experimen-
telle Ziel
chemischen Eigenschaften der Zellen in dem lebenden

wurden einigen spektroskopischen und

Zustand untersucht.

Diese Untersuchungen waren mit neuen und verbesser-
ten Methoden als die Infrarot, '3C NMR(Kern Mag-
netische Resonanz), Raman Resonanz Spektroskopien,
chemische Analyse(HPLC) vollendet werden. Sie wurde
vom Autor gedanken sein.

In diesem Experiment wurden die beiden Apfelsorten
“Fuji’’ und *‘Orin’’ als typische Vertreter der landwirt-
schaftlichen Primidrprodukten ausgewdhlt und seine
Eigenschaften wurden mit physikalischen und chemischen
Methoden bestimmt.

Diese Versuchung wurde bei besonder Forschungfonds

der meiner Universitat unterstiitzt, und wurden zum Teil

Laboratorium fiir Biologie

(1)

an der Konferenz der Japanischen Gesellschaft fiir
Agrochemie ?(Japan Agricultural chemical society) ver-
kiindigt. Diese iibringe Teil wird bei Autor verkiindigt

sein.

Experimentelle Methoden

A) Probe: Zwei Apfelsorten(rote Schale: Fuji, griine
Schale: Orin) wurden als typische Proben ausgewahlt. Sie
wurden in dem anfangs erwihnten normalen Experimen-
tierraum aufbewahrt. Sie wurden von dem Chiba Univer-
sitdt Landwirdschaftliches Gut geerntet.

B) Relative Dichte: Nachdem die zwei Probenarten ein
Gleichgewicht bei 2.5°C * 0.5°C erreicht hatten, wurde
jeweils die relative Dichte bestimmt.

C) Temperatur der Lagerung (Konservierung): Im Kiihl-
raum wurde die Temperatur von —0.5 ~ —1.5°C (%
0.5°C) als Haupttemperaturbedingung in einer zweck-
maéfigen ‘““Glove box’’ mit einem Expansionsdetektor
konstant gehalten.

D) Feuchtigkeit (Relative Feuchtigkeit): Die ‘‘Glove box”’
wurde in den Kiihlraum gestellt. Das fertige Modell dieser
“‘Glove box’’ wurde ‘‘Auflenapparat-Modell’’ genannt.
Die Kontrolle der relativen Feuchigkeit war namlich auf3-
erhalb der Box méglich. Anorganische Salze und andere
Reagenzien wurden untersucht, um den Faktor Wasser
zu kontrolliern.

E) Probenfliissigkeit: Die Zellfliissigkeit wurde nach einer
neuen Methode hergestellt, ohne irgendein Metall zu
beniitzen. Diese Fliissigkeit bestand aus einer Ansamm-
lung von lebenden Zellen, so unverdiinnt wie moglich.
Wihrend der schnellen Préiparation hatte die Probe nur
sehr wenig Luftkontakt. Es wurde darauf geachtet, den
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Luftkontakt so weit wie moglich zu vermeiden. Unter Ver-
meidung von Luftkontakt wurde der Behdlter mit der
Zellensammlung, die an vier symmetrischen Stellen eines
Stiickes war, mit einem vom Autor entwickelten Plastik-
messer geschnitten. Das geschnittene Material wurde in
einem kleinen verschlieBbaren Polyédthylenbeutel zer-
kleinert, wobei inaktives Gas ausgetauscht wurde. Nach-
dem das zerkleinerte Material mit einer vom Autor ent-
wickelten luftdichten Plastikpresse ausgedriickt worden
war, wurde das zerkleinerte, gepreBte und ausgedriickte
Material unter Luftabschluf} zentrifugiert (3000 DPM, 5§
min). Dann wurde der Uberstand zur Untersuchung ver-
schiedener Eigenschaften verwendet.

F) pH: In diesem Fall wurde der pH-Wert an vier sym-
metrischen Stellen eines Stiickes, das bei 2.5°C + 0.5°C
vollig zum Gleichgewicht gekommen war, jeweils mit ein-
em pH-Meter einer kombinierten Nadel-Glas-Elektrode
gemessen.

G) Kern Magnetische Resonanz: HITACHI NMR-90H
(Dauerhafter Magnettype), JEOL JNM-GX400 FT NMR
Spektromesser (Uberleitend Magnettype, Institute for Mo-
lecular Science, Okazaki National Research Institutes):
Die Bestimmungen wurden bei Zimmertemperatur durch-
gefiihrt. Als Standardreagenz wurde TMS verwendet, um
chemische und andere Veranderungen zu analysieren. Be-
sonders die Zahl der ‘““Aqusition’” war 20000 fir JEOL
JNM-GX400. Die zwei Proben wurden direkt zum Pro-
betube unter den inaktiv Gas-Atmosphére (z.B. Stickstoff
oder Helium Gas) gepackt.

H) Infrarot Absorption: HITACHI IR 270-50; Die cha-
rakteristische Infrarot Absorption wurde meistens im In-
frarotbereich 4000~700 cm~' bestimmt. Weil diese
Probe eine saure, wédfirige Losung war, wurde erstmals
eine Zelle mit mehrfacher Strahlenbrechung, deren Fen-
stermaterial Ge war, verwendt.

I) Laser Raman Resonanz: JEOL JRS-400D, Institute
for Molecular Science, Okazaki National Research Insti-
tutes); Die Probe(rote Schale) wurde in die physiologi-
sche Losung von dem Laser Strahl (Durchmesser: 1 mm)
fiir 10 minuten (tragte von 900 cm™" bis 1900 cm™' oder
von 1000 cm™' bis 1750 cm™' bestrahlt, nach wurde die
Losung in des Becherglas getan sein. Natiirlich wurde nur
die physiologische Losung von dem Laser(Ar) Strahl be-
strahlt sein, um die Blindpriifung zu geben. Und das Obst-

fleisch wurde in eine kleine Prifungsprobe (innen

c2)

Druchmesser: 1 cm) mit die physiologischen Losung ge-
taucht sein. Es war gleich wie die Beziehung zwischen der
Kork und der Korkbohrer.Auch 441.6 nm, 60 mW, 10°C.
J) Chemische Analyse (HPLC): HITACHI 655-A Fliis-
sigkeitschromatograph, z.B. Hitachi Gel #2618, BTB,
VIS 440 nm fiir organische Sdure, und Hitachi Gel C611,
RI, 6 Kg/cm? fiir Kohlenhydrat verwendet. Zusitzlich
wurden die hauptsédchlichen Komponenten mit der orga-

nischchemische Methoden bestimmt.

Experimentalle Ergebnisse

A) Der Durchmesser am Aquator der Friichte war von
8.1 cm bis 9.3 cm. Und diese waren von 9.2 cm bis 10.4
cm hoch (Vertikale).

B) Die durchschnittliche relative Dichte war 4.10 fiir ro-
ten Schalen (Fuji) oder 4.27 fir griinen Schalen.

C) Die beiden typischen Ergebnisse im Hinblick auf die
Erhaltung der Temperatur in der ‘‘Glove box’’, die in den
Kiihlraum gestellt worden war, werden verzeichnet sein.
Natiirlich wurden die Proben, 20 teilen und mehr, in die
»’Glove box’” hineingegeben. Die Innentemperatur der
“Glove box’” wurde bei —1.5°C * 0.5°C gehalten. Die
Abbildungen wurde, um Seite zu vermindern, aus-
lassen. (= Abkiirzung!) Abb. 1 wurde abkiirzt.

D) Die beide typischen Ergebnisse im Hinblick auf die
Erhaltung der relativen Feuchtigkeit in der ‘‘Glove box”’,
die in den Kiihlraum gestellt worden war, werden verzeicht
sein. Abkiirzung! Die relative Feuchtigkeit im Inneren der
“Glove box’’ wurde bei 97~99% = 1% gehalten. Ab-
kiirzung! Der Zeiger gab einen etwas niedringeren Wert
an, und deshalb wurde korrigiert.

E) Diese Préaparationsmethode wurde vom Autor neu ent-
wicket. Sie konnte bisher in keiner Vertffentlichung ge-
funden werden. Es wire besser, wihrend der
Zentrifugation zu kiihlen, eine Kiihlzentrifuge war aber
nicht vorhanden. Deshalb wurde die Zentrifugationszeit
auf das Minimum beschréankt.

F) Der Haupt-pH-Wert an vier Stellen einer Sorte mit
roter Schale (Fuji) oder einer Sorte mit griiner Schale
(Orin) war 4.10 bzw. 4.27.

G) Die Signal-Muster der Sorte mit roter Schale (Fuji)
und der Sorte mit griiner Schale (Orin) im Bereich von
O ~250 PPM (Abb. 4).



Sp. Ch. Untersuch. lebend Zellen-Staat

YL T

—n __IJ —fy

B —

i

Abb. 4 '3C NMR (90 MHz) der Sorte mit roter
Schale (R) und der Sorte mit griiner Schale (G) im
Bereich von 0 ~ 250 PPM.

Auch die Bestimmungen mit JNM-GX400 wurden bei
Zimmertemperatur wie NMR-90H durchgefiihrt. Aber,
der erste(JNM-GX400) hatte das Obstfleisch selbst als das
Probe, weil mit dem NMR-90H die Fruchtsaft, untersucht
wurde als wie in Vorstehenden. Besonders in dem ersten
Fall (JNM-GX400), das Teil der physiologischer Ordnung,
der Kern: ohne Japanische Mitsu, und das Teil der phy-
siologischer Unordnung, der Wasser-Kern; Japanische
Mitsu, wurde direkt bestimmt. Der teilweise Unterschied
wurde in dem Vergleich des Bestandteiles von den Autor

zuerst untersucht.
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Abb. § '®*NMR (100 MHz) den physiologischen
Unordnung (I) und den physiologischen Ordnung (I)
im Bereich von —50 ~ 250 PPM.

Auch als ein représentative typisch normal Bestandteil,

die Apfel sdure, die Zitronensdure, die Ascorbinsdure,
die Glykose, die Fruktose, die Saccharose und das Pek-
tin wurde bestimmt.
H) Die Infrarotabsorptionsmuster der Sorte mit roter
Schale (R) und der Sorte mit griiner Schale (G) im Be-
reich von 4000~ 700 cm~' werden entsprechend in Abb.
2 dargestellt.

Abb. 2 wurden unter Standardbedingungen gemessen:
4000 cm™' bis 700 cm™'. Abb. 3 wurden unter erweiter-
ten Bedingungen gemessen: 1800 cm™—! bis 700 cm™', die
Intensitdt war 30.0 ~ 95.0% fiir rote Schale(R). Und Abb.
3 wurden unter erweiterten Bedingungen gemacht:
1800~ 700 cm~', die Intensitdt war 30.0~95.0% fiir
griine Schale(G).

Die Aufzeichnung im Bereich von 700 cm™' bis 250
cm™' wurden mit verhiltnisméBig hoher Absorption ge-

stoppt.

4600 . . . . T o4

Abb. 2
Schale (R) und der Sorte mit griiner Schale (G) im
Bereich von 4000 ~ 700 cm—*.

Infrarotabsorptionen der Sorte mit roter

(3)
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Abb. 3 Infrarotabsorptionen der Sorte mit rote
Schale (R) [Intensitit: 30 ~ 100%]Jund der Sorte
mit griiner Schale (G) [Intensitit: 30 ~95%] im
Bereich von 1800 ~ 700 cm~!,

I) Diese Verfahren wurden im Atmosphdre des inakti-
ven Gas (z.B. Stickstoff Gas) durchgefiihrt. Und die Be-
stimmung des Carotenoid® wurde von des Autor das

guten Erfolg begleitet.
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Abb. 6 Resonanz Raman Spektrum im Bereich von
1900 ~ 900 cm™!. (441.6 nm, 60 mW)
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J) Chemische Analyse: Die organische Sdure Komponen-
te sind in Abb. 7 dargestellt, und die Kohlenhydrat Kom-
ponente in Abb. 8. Die Quantitat aller Komponenten in
roter Sorte war von griiner. Sorte verschieden. Und die
hauptséchlich Komponente waren im beiden Sorten un-

verdndert.

Abb. 7 Chromatographie von
Organischen Sauren.
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Abb. 8 Chromatographie
von Kohlenhydrate.

Besonders mehrere Abbildungen, Tabellen und Detail-
beschreibung der Untersuchungen wurden fiir die Beschré-
kung der Seitenzahl abgekiirzt order ausgelassen.
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Diskussion und Schluf

A) Die vergleichliche kleine Materialien waren zu lange
Konservierung geeignet. Diese Wachstumsverldufe wur-
de genau bei Chiba Universitdt Landwirtschaftliche Ver-
suchsstation verwaltet sein. Sie waren zu lage NMR
Probetube geeignt.

B) In diesem Bereich, der physiologische Unordnung
(Wasser-Kern) wurde oft gefunden sein, dafl war sehr
wohlschmeckend.

C) Wie in der vorhergehenden Veroffentlichung wurde
die Lagerungs- (Konservierungs-) temperatur auf 4°C *
0.5°C, und —2.5°C * 0.5°C festgesetzt, im Rahmen der
vorhandenen Kontrollméglichkeiten, mit den vorhande-
nen Einrichtungen (Kiihlraum) und Apparaten. Die Tem-
peratur von —1.0 ~ —1.5°C in der ‘‘Glove box’’ war
eine objektive Tempeatur und konnte konstant gehalten
werden. Auch die Temperatur —2.5°C im Kiihlraum war
die niedrigste Temperatur, bei der das intrazelluldre Was-
ser des Vorhandenen realen Organismus nicht gefroren
war. Und die abgegebene Warme des Organismus oder
der Instrumente muf} als wichtiges praktisches Problem
betrachtet werden. Natiirlich ist das Experiment weit vom
Ziel entfernt, wenn das intrazellulire Wasser im realen
Organismus gefroren ist. Die Prazision der Kontrolle sollte
vom Versuchsobjekt und von dem realen Organismus ab-
hiangen. Weiterhin ist es moglich, die Temperatur kon-
trolle durch eine einfache physikalisch-elektrische
Detektormethode zu verdndern, die nicht so hohe Kosten
verursacht. Die Erhaltung einer konstanten Feuchtigkeit
(relative Feuchtigkeit) mit physikalisch-elektrischen Met-
hoden ist auch in einem kleinen mafistab schwierig.Na-
tiirlich ist es moglich, die Bedingungen auf eine
kostspielige Art zu erhalten. Des weiteren Miifite vielleicht
im Fall eines grof3en MeBbereiches die Erhaltungsmethode
in eine kostengiinstigere umgewandelt werden. Eine che-
mische oder physikochemische Methode ist eine wirt-
schaftliche Methode,
MeBbereiche niitzlich ist. So versucht der Autor, die Mog-

die fiur grofle und kleine

lichkeit der Aufrechterhaltung der Feuchtigkeit zu iiber-
priifen, und zwar als erstes Problem im Bereich von
97 ~99% oder als zweites Problem in einem Bereich iiber
95%: dabei muf} zumindest als ein praktisches Problem
der grofle Mefbereich oder Herstellung in Betracht ge-

zogen werden.

(5)

D) Das problem, da der Zustand des intrazelluldren
Wassers in der lebenden Zellen dem Zustand am Baum
{iber einen langen Lagerungszeitraum angeglichen wer-
den muB, wurde zuerst beriicksichtigt. Aber eine solche
Erhaltung ist momentan fast unmoglich durchzufiihren.
Es ist momentan moglich, daB der Zustand des Wasser-
facktors dem Zustand am Baum so weit wie moglich an-
geglichen werden kann. Demnah muf} als eine mdgliche
tatsichliche Bedingung angestrebt werden, die Feuchtig-
keit im Bereich von 97 ~99% zu halten. Die Erhaltung
dieses Bereiches war jedoch nicht so einfach. Natiirlich
gelang es dem Autor, die Feuchtigkeit konstant zu hal- v
ten. Als praktisches Problem ergibt sich, daf} die Feuch-

tigkeit nicht unter 95% absinken darf. Der Riickgang der
Feuchtigkeit um einige Prozent verursacht generell eine
Abnahme der Qualitdt um einige Grad. Als eine Gegen-
mafBnahme kénnte eine Kiirzung der Lagerungszeit (Kon-
servierungszeit) den Qualitétsverfall dienen. Die Erhaltung
der Qualitét ist am wichtigsten bei der Lagerung. Beson-
ders im Fall der Konservierung ist es am wichtigsten. So
kann iiber eine angemessene Lagerungszeit entschieden
werden. Wihrend einer solchen Lagerung (Konservierung)
von Lebensmitteln (landwirtschaftlichen Primarprodukt-
en) sollte auch eine kleine Menge giftiger Bestandteile,
die entweder selbst vorhanden sind oder beim Kontakt
oder der Reaktion im Absorptionsprozef freigesetzt wer-
den, unbedingt vermieden werden. Diese wichtige Ein-
schrankung im Bezug auf die verwendeten Reagenzien
wurde hinreichend bedacht, um eine Fleckbildung der
Lebensmittel zu vermeiden. Es ist eine sehr wichtige Uber-
legung. Die Feuchtigkeit wurde mit den verwendeten Re-
agenzien bei 97 ~99% gehalten.

Dann wurde angenommen, daff der Dampfdruck der
wiBrigen Losung die relative Feuchtigkeit auf einen nie-
drigeren Prozentsatz senkte.

E) Alles Metal (natiirlich, rostwenig Stahl 18-8) wurde
nicht vollstandig benutzt.

F) Die Unterschied im Hinblick auf die Sorte wurde ge-
messen.

G) Das Siganl von *C NMR der fundamentalen (wich-
tigen) Komponenten zwischen der Sorte mit roter Schale
und der Sorte mit griiner Schale wurde sichtbar gemacht
und nachgewissen. Auch das Existenzverhéltnis in die-
sen ausfithrlichen Komponenten war unterschiedlich

zwischen beiden Sorten. Es war ein wichtiges und signi-
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fikantes Ergebnis. Es wurde berticksichtigt, daf} die nach-
weisbaren Ergebnisse mit dieser Methode des Autors zum
ersten Mal erlangt werden konnten. Die fliissige
Probe wurde mit neu erfundenen Apparat und der neu
erfundenen Priparationsmethode hergestellt.

Die fundamentale Komponente des '3C NMR signals
fiir den physiologischen Ordnung und fiir den physiolo-
gischen Unordnung zeigten keinen grofien Unterschied.
Aber fiir andere Komponente konnen Unterschiede nach-
weisen sein. Diese Ergebnis wurde bei dem Autor zum
ersten Mal gezeigt. Des weiteren wurde sie mit hoher Aqui-
sition bestimmt (20000). Sonderns, ein jedere objektiv
Obstfleisch wurde direkt zum ein jedere Probetube
unter den inaktiv Gas-Atmosphdre gepackt. Diese
Methode fiihrt es an Erfolg.

H) Der Unterschied der hauptséchlich representative
Komponente wurde zwischen rote Sorte und griin Sorte
nicht gefunden. Aber der winig Unterschied wurde
gefunden. Dieser Erfolg der Bestimmung wurde mit Ge
von des Autor durchgefiihrt.

I) Besonders die Existenz der Carotenoid im Obstfleisch
wurde von des Autor zum ersten Mal bestimmt.

J) Der Unterschied der hauptsdchlich Komponente wurde
im organische saure und Kohlenhydat zwischen rote Sorte
und griin Sorte nicht bestimmt. Aber der Unterschied in
die jeder Quantitét der jeder Komponente wurde zwischen

bei Sorten prazisiert.

Zusamenfassung

Die Experiment wurde ausgefiihrt, um eine fundamen-
talle angemessen lange Lagerung(Konservierung)
von landwirtschaften Primdrprodukten einzurichten. Be-
sonders, diese spektroskopische und chemische Untersu-
chungen am zellartig Niveau werde von Autor unter den
lebenden Verhdltnissen zum ersten Mal durchgefihrt.

Die Temperaturkontrolle, die niedrige Temperatur war
—1.5°C % 0.5°C (bevor lebende Zellen gefrieren), wur-
de vom Autor erfolgreich durchgefiihrt in dem neuen
Auflenapparatmodell der zweckmaBig entwickelten ** Glo-
ve box.”” Auch die relative Feuchtigkeit konnte bei
97~99% =+ 1% in der “‘Glove box’’ kontrolliert wer-
den, weil diese neue ‘‘Glove box’’ ein Auflenapparat-
modell war.

Die neuen Informationen der lebenden Zellen-Staat,

(6)

die von den zwei typischen Apfelsorten mit roter Schale
(Fuji) und griiner Schale (Orin) hergestellt wurden, und
zwar mit dieser Produtiven Plastikpresse unter Luftab-
schluf3, wurde zum ersten Mal erhalten durch die Ergeb-
nisse der *C NMR und IR (4000 ~700 cm™'). Natiirlich
wurden die wichtige relative Dichte, die der Autor bear-
beitet hat, und der pH-Wert zur selben Zeit bestimmt.
Vollends mit *C NMR (90 MHz) fiir rote und griine
Schale in dem fliissigen Zustand, und mit “C NMR (100
MH?z) fiir den Kern und den Wasser-Kern im lebenden
Zustand, und mit H NMR (400 MHz) fiir die Norm, die-
se viele Bestimmungen wurden bei neue Method zum er-
sten Mal durchfiihrt. Zwichen zwei Schale, der groBe
fundamental Unterschied wurde nicht gefunden. Aber
zwischen dem Kern und Wasser-Kern, der winzige Un-
terschied wurde im Bestandteil gefunden. Besonders, fiir
rote Sorte die Existenz der Carotenoid im Obstfleisch wur-
de mit Laser Raman Resonanz zum ersten Mal festge-
stellt. Anderseits, zwischen diese zwei Sorten, chemische
Analyse (HPLC) und pH-Wert auf winzigen Unterschied

hinwies.
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FuBnote: Dieser Forschungsbericht muflte wegen des Etats
und des Wegen, weil eine Person nur einmal in Jahr ihn

vorlegen darf, duBerst verkiirzt werden.
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