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Eingegangen am 20. Marz 1905.

Die Umwandlung der stickstoffhaltigen Stoffe bei reifenden Samen

hat bis jetzt nur wenig die Aufmerksamkeit der Physiologen, die sich

mehr fur die Frage iiber die Umsetzung dieser Stoffe bei dem

Keimungsprozesse interessierten, auf sich gezogen.

KELLNER 1

), HORNBERGER 2
), Emmerling 8

), Nedokutschajeff*)

und WASILJEW 6
) haben gezeigt, dass beim Reifen der Samen Hand

in Hand mit der fortschreitenden Zunahme von Eiweissstoffen eine

stetige Abnahme von anderen, nicht eiweissartigen Stickstoffverbin-

dungen, wie Amidosauren, Amiden und organischen Basen vor sich

geht. WASILJEW 6
) hat ausserdem durch qualitative Untersuchungen

nachgewiesen, dass unreife Samen einiger Leguminosen ein Gemenge

derselben Stickstoffverbindungen enthalten, die bei der Keimung der

Samen auftreten. So z. B. hat dieser Forscher Asparagin, Phenyl-

amin, Amidovaleriansaure, Hystidin und Arginin im unreifen Samen

gefunden.

Schliesslich konstatierte NEDOKUTSCHAJEW 7
) im unreifen Samen

einiger Getreidearten die Anwesenheit von Albumosen, die bei der

Reifung derselben in echte Eiweissstoffe iibergehen.

Durch diese Befunde werden unsere Kenntnisse tiber die Um-

wandlung von stickstoffhaltigen Stoffen beim Reifen der Samen er-

schopft. Somit sind wir bis jetzt nur wenig unterrichtet iiber die

chemische Xatur der stickstoffhaltigen Stoffe, die in reifende Samen

aus anderen Teilen der Pflanze iibergehen, iiber weitere Umsetzungen

derselben, die Bedingungen der Eiweisssynthese und die Verbindungen,

Kkij.nkk, Landwirtsch. Jahrbiicher, Bd. VIII, 1. Suppl., 1879.

HOBNBKEGER, Landwirtsch. Jahrbuchcr, Bd. XXI, 1882, und Landwirtsch.

XXX f, 1885.

3) Emmerling, Landwirtsch. Versuchsstat., Bd. XXIV, 1880, Bd. XXXIV,

1887, Bd. LIV, 1900.

4) NEDOKUTSCHAJEW, Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. LVI, 1902,

Bd. LVIII, 1904.

5) WASILJEW, Die Umwandlung der sticktoffhaltigen Stoffe in reifenden Legu

minosensamen. Journal fur experimentelle Landwirtschaft (russisch).

6) WASILJEW, 1. c.

7) NEDOKUTSCHAJEW, 1. c.
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aus deneu sich Eiweissstoffe bilden, wie iiberhaupt fiber die Umvvand-
lungen, welche letztere beim Reifen der Samen erleiden.

Es ist der Zweck vorliegender Mitteilung, einige Resultate mit-

zuteilen, die ich beim Studium der Frage der Eiweissbildun^ >»<-i

reifenden Samen erhalten habe.

Alle Forscher, die eine Umwandluog der stickstoffhaltigen Stoffe

in reifenden Samen studiert hatten, verfolgten die quantitativen Yer-

anderungen, welche verschiedene Stickstoffverbiinlungen, wie Eiweiss-

stoffe, Amide, Amidosauren und organisehe Basen mit dem Alter der

Samen erleiden. In diesem Falle kann man nicht immer mit Be-

stimmtheit von der Verminderung der einen oder andereu Verbindimg

sprechen, da die Quantitat der Trockensubstanz oder des Gesamt-

stickstoffes, auf die wir den Prozentgehalt anderer Stoffe beziehen,

nicht konstant bleibt. Demnach ist es richtiger, das Verhalten von

unreifen Samen zu studieren.

Unsere Yersuche wurden mit reifenden Erbsen ausgeffihrt. Die

Samen wurden aus den Hiilsen genommen und in zwei gleiehartige

Teile mit einem scharfen Rasiermesser oder Skalpell zerlegt. Das

Zerschneiden der Objekte hat den Zweck, die Eiweisssynthese zu be-

fordern oder zu beschleunigen, da unsere frfiheren Untersuchungen x

)

gezeigt haben, dass die vermehrte Sauerstoffzufuhr, die durch Zer-

schneiden der Objekte bewirkt wird, eine grosse Rolle bei der

Eiweisssynthese spielt.

Darauf wurde eine Portion (Kontrollportion) bei 70° getrocknet,

eine andere aber mit einer Glasglocke bedeckt und ins Dunkle ge-

bracht. Unter die Glasglocke wurde ein Gefass mit Wasser oder

konzentrierter Schwefelsaure eingefuhrt. Im ersteren Falle befanden

sich die Objekte im dampfgesattigten Raume, in letzterem aber in

trockener Luft, da es a priori als sehr wahrscheinlich erschien, dass

der Wasserentzug beim Austrocknen die Prozesse der Kondensation

fordern wurde. Der Versuch dauerte drei Tage. Nach beendetem

Versuche wurde auch diese Portion getrocknet.

In anderen Yersuchen wurden die Samen ohne vorheriges Zer-

schneiden derselben in zwei Portionen von gleicher Anzahl gleich-

artiger Samen geteilt. Die Kontrollportion wurde sofort bei 70° ge-

trocknet, die andere aber unter die Glasglocke eingefiihrt und ins

Dunkle gestellt. Unter die Glasglocke wurde ein Gefass mit Wasser

eingefiihrt. Der Yersuch dauerte ffinf Tage, und dann wurden die

Samen getrocknet.

Das getrocknete Yersuchsmaterial wurde in eine feine Form ge-

bracht und zur Analyse benutzt. Die quantitative Bestimmung des

1) W. ZALESKI, fiber die Bcdingungen der Eiweissbildung in den Pflanzcn.
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128 W. ZALESKI:

Prote'instickstoffs geschah nach STUTZER's Yerfahreu, nach welchem

die Eiweissstoffe durch Erhitzen mit Kupferoxydhydrat ausgefallt

wurden. Aus dem Filtrate des Kupferniederschlages wurde der Stick-

stoff der Basen und Ammoniaksalze mit Phosphorwolframsaure ge-

fallt. Der Gesamtstickstoff und der Stickstoff anderer Verbindungen

wurden nach KJELDAHL bestimmt. Darauf bestimmte man den Stick-

stoff solcher Verbindungen, die beim Erhitzen von eiweiss- und

ammoniaksalzfreien Extrakten mit Salzsaure Ammoniak abspalteni

Diese Stickstoffmenge wurde dem Asparagin zugeschrieben. Die auf

andere Stickstoffverbindungen fallende Stickstoffmenge wurde aus der

Differenz bestimmt.

In einigen Versuchen wurden die Eiweissstoffe durch Tannin,

Uranacetat und Zinnchlortir zur Kontrolle der Methode STUTZER's

ausgefallt und dann diese Fallungen ebenfalls zur Stickstoffbestimmung

benutzt. Der Stickstoff aller Verbindungen ist in Prozenten des Ge-

samtstickstoffes berechuet.

I. Yersuch.

Nach dem Zerschueiden der Samen wurde eine Versuchsportion

derselben in den dampfgesattigten Raum auf drei Tage eingefuhrt:

Vom Gesamtstickstoff fallen auf

Kontrollportion Yersuchsportion

Eiweiss-N im Zinnchloriir-Mederschlag .... 69,1 pCt. 80.2 pCt.

„ Uranacetat-Xicderschlag. . . .

„ „ Kupferoxydhydrat-Niederschlag

N in Asparagin

N im Phosphorwolframsaure-Nicderschlag .

i (Differenz) . .
n.S

II. Yersuch.

Nach dem Zerschneiden der Samen wurde eine Versuchsportion

derselben in den dampfgesattigten Raum auf drei Tage eiiigt-fiihrt:

Vom Gesamtstickstoff fallen auf

Kontrollportion Versuch sport i°»

Eiweiss-N im Zinnchlorur-Niederschlag .... 69,0 pCt. 80,.'! pCt.

„ „ Uranacetat-Niederschlag 78,6 „ 88,8 „

, Kupferoxydhydrat-Niederschlag . 79,1 ,. 89,1 »

„ „ Tannin Niedcrschlag 79,3 r
89,4 »

X im Phosphorwolframsiiure-Niederschlag. . . 10^2 .. 4,8 „

N in anderen Verbindungen (Differenz) .... 1.7 „ 1,0 »

III. Yersuch.

Nach dem Zerschneiden der Samen wurde eine Versuchsportion

derselben in den dampfgesattigten Raum auf drei Tage eingefohrt:

© Biodiversity Heritage Library, http://www.biodiversitylibrary.org/; www.zobodat.at



• Kenntnis der Eiweissbildung

Eiweiss-N

Asparagin-N . . .

. . 53,4 pCt.

• • 15,7 „

IT. Versuch.

75.0 pCt.

Nach dem Zerschneiden der Sam en w
derselben in den trockenen Raum auf drei Tage eingefiihrt:

spM,i

Asparagin-N . . .

Vom Gesamtstickstoff fallen auf

Kontrollportion Versuchsportion

. . 79,0 pCt. 90,7 pCt.

8,7 „ 4,9 „

Y. Versuch.

Nach dem Zerschneiden der Samen wurde eine Yersuchsportic

ielben in den trockenen Raum auf drei Tage eingefiihrt:

VI. Versuch.

Die Samen wurden ohne vorheriges Zerschneiden in d(

gesattigten Raum auf ffinf Tage eingefiihrt:

Vom Gesamtstickstoff fallen auf

Kontrollportion Versuchsportion

Die Samen wurden ohne vorheriges Zerschneiden in

gesattigten Raum auf funf Tage eingefuhrt:

Vom Gesamtstickstoff fallen au:

Kontrollportion V l

Eiweiss-X 60,0 pCt. 46,2 pCt.

Asparagin-N 12,8 „ 19,6 -

Aus den angefiihrten Yersuchen ist zu entnehmen, <

iialuno an Eiweissstoffen im unreifen Samen von dor V.

emzelner Gruppen von stickstoffhaltigen Yerbindungeii.

sauren, Amiden und organischen Basen begleitet ist.

Es ergibt sich weiter, dass die Eiweissfallungon mit

Kupferoxydhydrat und Tannin identische Resultate aufr

indessen die Zinnchlorurfallung vreit geringer ist als di

genannten Eiweissfallungen, so kann man daraus schliesst

reife Samen Albumos.-n enrhalten, da diese mit Zinncli
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]30 W. Zaleski:

fallliar sind 1
). Da die Grosse der Eiweisssyntliese in unseren Yer-

suchen init der anfanglichen Albumosenquantitat zusammenfallt und

da die Albumosen nachher wieder dieselbe Grosse erreichen, so kann

man behaupten, dass Albumosen sich aus Amidosubstanzen bilden

und eine Yorstufe der Eiweissstoffe darstellen.

Das Reifen der Samen stellt seiner chemischen Natur nach einen

umgekehrten Prozess im Vergleich mit der Keimung derselben dar.

Bei der Keimung der Samen bildet sich ein Gemenge von stickstoff-

haltigen Yerbindungen, die direkt oder indirekt der Zerspaltung von

Eiweissstoffen entstammen. Im Reifeprozess der Samen verschwinden

diese Stickstoffverbindungen, indem sie allmahlich sich in Eiweiss-

stoffe verwandeln.

Der Chemismus der Eiweissbildnng ist ein sehr verwickelter

Yorgang und bis jetzt ganz und gar unbekaunt. Wir konnen uns der

Ansicht nicht anschliessen, nach welcher Asparagin, Ammoniak oder

Aminosauren die erste Phase der Eiweisssyntliese darstellen.

Nach dem Zerschneiden der Samen geht in ihnen, wie unsere

Yersuche zeigem die Eiweissbildnng vor sich, gleichwohl ob diese in

trockener Luft oder im dampfgesattigten Raum sich befinden. Es ist

interessant, dass die Grosse der Eiweissbildung in beiden Fallen

Demgegenfiber findet in unverletzten unreifen Samen, die m
datupfgesattigter Luft sich befanden, nur Eiweisszersetzung statt.

Diese Eiweisszersetzung ist verursacht durch die Tiitigkeit eines

proteolytischen Enzyms, flber welches ich eine Mitteilung zu machen

gedenke. Ob dieses Enzym auch bei normalen Yerhaltnissen eine

Rolle spielt und so die Eiweissbildung und Eiweisszersetzung gleich-

zeitig in reifenden Samen vor sich gehen, steht noch zu erforschen.

Es geht aus den Untersuchungen der letzten Jahre hervor, dass

zahlreiche Yorgange im Organismus nichts anderes als Enzym-

wirkungen sind. Die Zahl der durch Enzyme ausgelosten Yorgange

ist so gross, dass die Yermutung sehr nahe liegt, dass alle Reak-

tionen des Stoffwechsels durch Enzyme verursacht werden. Es drangt

sich die Yermutung auf, dass der Eiweissbildungsprozess zu den

enzymatischen Reaktionen gehort.

Schon im Jahre 1900 veranlasste mich zur Erforschung dieser

Prage die Geschwindigkeit und die Grosse der Eiweissbildung, die

in zerschnittenen Zwiebeln stattfindet
2
;. Die in dieser Richtung

angestellten Yersuche misslangen. Erst spiiter erschien die Arbeit

1) Vauhel, Die physikalischen und chemischen ]

Bestimmung organischer Verbindungen, 1 Bd. — AVEI

proteolytiques de l'orge en germination. Moniteur scieni

2) W. Zaleski, 1. c
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Bcitrage zur Kenntnis der Eiweissbildung in reifenden Samen. ]31

von LAURENT 1

), der aus seinen Yersuchen den Schluss zog, dass ein

solches Enzym in Pflanzen nicht existiert.

]S
Tach erfolglosen Versuchen, die auf den Nachweis der Enzyme

der Eiweisssynthese in Helianthw-Blattem und Hefen gerichtet wurden,

habe ich unreife Samen von Erbsen zu diesem Zweck benutzt.

Es ist a priori zu erwarten, dass die Samen ein besonderes

eiweissbildendes Enzym enthalten oder die Eiweissbildung zu rever-

siblen enzymatischen Reaktionen gehort. Im ersteren Falle muss
man die pas^'inU'ii pliysiku-cli.-niiscliiMi l!r.iiiiL:uii-.'ii fi'ir dip Tati-k.'if

des gesuchten Enzyms nachweisen und die AVirkung des entgegen-

gesetzten proteolytischen Enzyms hemmen. AYenn aber die Eiweiss-

bildung umkehrbar ist, so miissen wir die Proteolyse vor sich gehen

lassen, urn dann die Reversion der Eiweissstoffe aus den Zerfalls-

produkten derselben zu konstatieren.

Bei dem Studium der Enzymwirkungen hat die Autodigestions-

methode eine grosse Rolle gespielt, daher wurden unsere Versuche

nach dieser Methode angestellt. Zu diesem Zweck wurden ganz und
gar gleichartige unreife Erbeensamen tarn den lli'ilsen genommen und
dann in einige Portionen mit gleicher Samenanzahl und von fast

gleichem Frischgewicht geteilt. Eine Portion der Samen (Kontroll-

portion) wurde sofort zur Eiweissbestimmung nach STUTZER's Me-
thode benutzt, die anderen aber mit vorher gegliihtem Sand sorgfaltig

zerrieben, mit 1 pCt. Schwefelammonium oder 0,75 pCt. Asparagin ver-

setzt und in Gefasse mit gut geschliffenen Stopfen nach Toluolzusatz

(3 pCt.) eingefuhrt. Die Gefasse wie die Losungen wurden vorher

sterilisiert und dann mit dem Inhalt gut geschuttelt und im Zimmer
stehen gelassen. Nach einiger Zeit wurde eins von diesen Gefassen

bis 100° erwarmt, abermals geschlossen und wieder stehen gelassen.

Dasselbe geschah nach einiger Zeit mit dem anderen Gefass usw.,

ois die letzte Portion genommen wurde, und dann wurden in alien

Portionen gleichzeitig die Eiweissstoffe ausgefallt.

Indem wir nach gewissen Intervallen die Gefasse erhitzen und

enzymatische Reaktionen verhindern, konneu wir den allm&hHcfceD

Gang der Verwandlung der Eiweissstoffe verfolgen. Der Stickstoff

des Eiweissniederschlages wurde nach KjELDAHL bestimmt und auf

erne gleiche Quantitat von Frischgewicht berechnet.

I. Versuch.

Von fQnf Portionen der Erbsensamen mit einem Friwhgewicht
v«n 10,11 bis 10,22.7 wurden vier mit Sand zerrieben, mit 0,75 pCt.

Asparaginlosung versetzt und nach Toluolzusatz (3 pCt.) am 4. August

^ Gefasse eingefuhrt. Am 4. August wurde die erste Portion ge-

1) LAURENT et Makschal, Bulletins de rAcadomie Royale de Belgique, 1903.
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132 W. Zaleski:

kocht und dann stehen gelassen. Dasselbe geschah mit der zweiten

Portion am 11. August, mit der dritten am 25. August. Am 11. Sep-

tember wurde die vierte Portion gekocht, und dann wurden in alien

Portionen die Eiweissstoffe ausgefallt uud der Stickstoff derselben

auf 10 g des Frischgewichts berechnet:

Frisch- r - • vr Eiweiss-N in 10 .9
Eiweiss-N, Differenz

gewicht
^ciss-fl -

{i pCt des anf5ng.

g g g lichen Eiweiss-N

Kontrollportion . . . 10,22 0,10752 0,10520

Erste Portion. . . . 10,12 0,10710 0,10583 +0.G

Zweite Portion .. . 10,20 0,10192 0,00992 -5
Dritte Portion . . . 10,19 0,09282 0,09109 -13,4

Vierte Portion ... 10,11 0,09870 0,09762 - 7,2

II. Yersuch.

Von fiinf Portionen der Erbsensamen mit einem Frischgewioht

von 10,12 bis 10,20 # wurden vier mit Sand zerrieben, mit 0,75 pCt.

Asparaginlosung versetzt und nach Toluolzusatz (3 pCt.) am 5. August

in Gefasse eingefiihrt. Am 5. August wurde die erste Portion ge-

kocht und dann stehen gelassen. Dasselbe geschah mit der zweiten

Portion am 12. August und mit der dritten am 26. August. Am
13. September wurde die vierte Portion gekocht und dann in alien

Portionen die Eiweissstoffe ausgefallt und der Stickstoff derselben

auf 10 </ des Frischgewichts berechnet:

Frisch- -,. . v Eiweiss-N in 10 g Eiweiss-N DiftVrenz

gewicht *-lw"88-^
des Frischgewichts in pCt. des antang-

g g g lichen Eiweiss-N

Kontrollportion. . . 10,20 o,Km!90 0,10480 —
Erste Portion. . . . 10,15 0,10571 040414 - 0,6

Zweite Portion . . . 10,12 0,09(123 0,09608 - <^2

Dritte Portion . . . 10,14 0,09001 0,08876 --15,8

Vierte Portion . . . 10,10 0,09748 0,09594 - 8,4

III. Yersuch.

Yon fvinf Portionen der Erbsensamen mit einem Frischgewicht

von 10,72 bis 11,08 g wurden vier mit Sand zerrieben, mit 1 pCt.

schwefelsaurer Ammoniumlosung versetzt und nach ToluolittM"

(3 pCt.) am 6. August stehen gelassen. Dasselbe geschah mit der

zweiten Portion am 13. August, mit der dritten am 27. August. Am
15. September wurde die vierte Portion gekocht, und dann wnrdrii

in alien Portionen die Eiweissstoffe ausgefallt und der Stickstoff

derselben auf 10 g des PrischgeWichta berechnet:

,
Difl'erenz

,
pCt. des anfang-

ih'ITh'.i

O/U053

0,03487

0,04063
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Aus den angefuhrten and Shnlichen Yersuchen, die ich der Kiirze

gen hier nicht anfiilire, ist zu ersehen, dass am Anfang des Yer-

;hes die Proteolyse vor sich geht, die eine Yerminderung der

veissstoffe verursacht. Naeh einiger Zeit beobachten wir eine

iveissvermehrung, deren Crosse allmahlich zunimmt, obwohl sic

mals den atifanglichen Eiweissgelialt erreiclif, somit nut' eine un-

Ob in unseren Yersuchen das Ammonium und Asparagin, deren

gabe eino Yergrossernng dor stickstoffhaltigen Yerbindungcn hv-

eckte, irgend eine Rolle gespielt liaben, sind wir nicht in der

ge zu beantworton. Ks fVlilen dazu die notigen Kontrollversuche.

lche aus Zeitmangel nicht ausgefuhrt warden, da die Bedingungon

eine Abschwachung des proteolytischen Enzyms und das Suchen

?h den geeigneten physiko-chemisidn-n Ucdingiin-t'ii fiir die Tatig-

it des gesuchten synthetischen Enzyms viel Miihe beansprucht<>u.

Andererseits gebe icli den gefundenen Tatsachen nur die wahr-

teinlichste Deutung, wenn ich von einer enzymatischen Berertioii

* Enveissstoffe spreche, mich dabei nur auf die I>t>stiminung<>n der-

ben nach STUTZER's Methode stutzend. da nocli zu untersiiclnm

19. W. Zaleski: Zur Kenntnis der proteolytischen Enzyme

der reifenden Samen.

Yorlaufige Mitteilung.

Eingegangen am 20. Marz 1905.

Die Beteiligung der proteolytischen Enzyme an den Proaessen

der Eiweissumsetzung im Organismus ist zum-it tost begnindet.

Bisher widmeten aber die Forscher ilirc Auftnerksamkeit dem Naeh-

weis der proteolytischen Enzyme hauptsachlich in keiniend»»n Sanirn.

l>ie Frage iiber die Anwesenheit dieser Knzyme in reifenden Samen

'**, so viel ich weiss, nur von FERMI und BUSCAGLIONI 1

)
berulirf
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