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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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134 W. ZALESKI:

worden, die im unreifen Phaseolus-Samen ein Gelatine verfliissigendes

Ferment gefunden hatten.

Inzwischen zeigen unsere Untersuchungen, die in einer andereu

Arbeit wiedergegeben sind, dass in unreifen von der Pflanze los-

gelosten Erbsensamen eine sehr energische Eiweisszersetzung statt-

findet, was fur die Anwesenheit proteolytischer Enzyme spricht.

Zum Nachweis der proteolytischen Enzyme in reifenden Erbsen-

samen habe ich die Autodigestionsmethode, die von SALKOWSKI l

)

mit so grossem Erfolge in die Tierphysiologie eingefiihrt wurde, bei

meinen Versucben benutzt. Zu diesen Versuclien wurden die Samen

folgenderweise vorbereitet.

Die unreifen Erbsensamen wurden zuerst gut zerrieben, in das

mehrfache Volumen reinen Acetons eingetragen und unter haufigem

Umruhren und einmaligem Wechsel der Fliissigkeit zehn Minuten

darin gelassen. Dann wurde die Samensubstanz auf dem Filter durch

Absaugen rasch vom Aceton befreit, in Ather auf drei Minuten ein-

getragen, wiederum auf den Filter gebracht und mit Ather gewaschen.

Nach Verdunsten des Athers wurde die Samensubstanz in eine feine

Form gebracht und bis zum Trockenwerden bei 35° stehen gelassen.

In anderen Versuchen wurden die Samen bei 37° getrocknet,

fein pulverisiert und in diesem Zustande zu Versuchen benutzt.

Die Versuche mit den zwei obengenannten Praparaten wurden

ful-vinlerweise angestellt. 40—50 cm Wasser oder einer bestimmten

Losung wurden in Gefasse eingefiihrt und sterilisiert, darauf wurde

in diese eine bestimmte Menge des Acetonpulvers oder der getrock-

neten Samensubstanz gebracht und nach Toluolzusatz (40—45 Tropfen)

der Inhalt durchgeschuttelt. Dann wurden die Gefasse gut geschlossen

und im Thermostaten oder Zimmer auf I— (5 Tage stehen gelassen-

Nach beendigtem Yersuche wurden alle Gefasse erhitzt und zur Eiweiss-

fallung nach STUTZER's Methode benutzt, worauf der Stickstoff des

Xiederschlages nach K.TELDAHL bestimmt wurde. Die Bestimmuim

des Eiweissstickstoffs geschah auch im ursprunglichen Praparat.

In anderen Versuchen wurden ganz und gar gleichartige Erbsen-

samen in einige Portionen mit gleicher Samenanzahl und von fast

gleichem Frischgewicht geteilt. Eine Portion der Samen (Kontroll-

portion) wurde sofort zur Eiweissbestimmung benutzt, die anderen

aber mit vorher gegluhtem Sand sorgfiiltig zerrieben, in sterilisierte

Gefasse eingefiihrt und dann mit der sterilisierten Losung (40—50c»0

versetzt. Nach Toluolzusatz (40-45 Tropfen) wurden diese Gefasse

gut geschuttelt, geschlossen und im Thermostaten auf 1— 6 Tage

stehen gelassen. Nach beendigtem Versuche wurde in alien Ge-

fassen der Eiweissstickstoff bestimmt.

1) Salkowski, Zeitschr. fur klin. Med. XVII. 1890. Suppl.

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



Zur Kenntnis der proteolytischen Enzyme dcr reifenden Samcn. 135

Vorlaufige Versuche, die ich hier nicht auffihre, zeigten, dass

nach dem Erhitzen des Inhalts der Gefasse keine Verdauimg von

Eiweissstoffen stattfindet, was fur die enzymatische Natur der Proteo-

lyse der unten bescbriebenen Versuche spricht.

Zuerst wurden Yersuche angestellt, die den Zweck hatteii, die

Energie der Eiweissverdauung in unreifen Samen von verschiedenem
Alter zu vergleichen. Zu diesem Zweck wurden gleichzeitig zwei

Acetonpraparate bereitet, von denen das erste 69,5 des Stickstoffes

in Form von Eiweissstoffen, das zweite aber (aus den Samen eines

weit spateren Stadiums der Reife bereitet) 78,1 pCt. derselben ent-

hielt. Die Autodigestionsversuche mit diesen Praparaten wurden
gleichzeitig bei 32° angestellt.

AcetonprSparat mit 09,5 pCt. Eiweissstickstoff.

2. AcetonprSparat mit 78,1 pCt. Eiweissstickstoff.

Aus den angeftthrten Yersuchen ist zu ersehen, dass mit dem
Alter der reifenden Erbsensamen die Energie der Proteolyse in den-

selben sich vermindert. Dieses Resultat kann man a priori erkliiren

dnrch die Verschiedenheit der proteolytischen Enzyme in Samen ver-

schiedenen Alters, .lurch die allmiihliche Abschwachung der Energie

'l''rs..[! M . IL oder durch Hemmungswirkungen,
antiproteolytisch wirkender Stoffe stattfinden. Es ist deshalb interessant.

2u untersuchen, welchen Einfluss auf die Energie der Proteolyse ver-

schiedener Samen einige Stoffe ausuben. Unsere Auswahl fiel auf

Saccharose und Salpeter, da die Wirkimg derselben auf die Eiweiss-
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136 W. Zalkski:

verdauung von HAHN 1
) und GROMOW 2

) in Versuchen mit Selbst-

verdauung des Hefepresssaftes und Zymins eingehend studiert worden

ist. Diese Forscher haben gezeigt, dass Saccharose die Eiweiss-

v.M-iliniung durch die Wirkung der Hefeendotryptose sehr YorinindiM-r.

der Salpeter aber diese verstarkt.

Die Wirkung der Saccharose auf die Proteolyse wurde zuerst an

Samen von drei verschiedenen Altersstadien studiert. Zu diesem

Zweck wurden die Samen mit Sand zerrieben und in oben be-

schriebener Weise gleichzeitig bei 32° wahrend funf Tagen der Auto-

digestion iiberlassen.

Versuch II.

I. Sehr junge Samen: das Durchschnittsgewicht eines Samens 0,1 g.

Losung

Frisch-

gewicht

Portionen
Ehveiss-N

Kiwi.-s-X

l'l-iz-ntin

des

Frisch-
gewichtes

Verlust an

Envois -N "I

l>i 7 ntt>n i >

Kontrollportion

berechnet

Kontrollportion

Wasscr

20 pCt. Saccharose. .

9,13

9,42

;;;;;;

0,03808

0,02450

0,02226

0,02590

0,4178

0,2600

0,2385

0,27.')5

-37,7

-42,7

Kontrollport

20 pCt. Saccharose

Kontrollportii

15pCt

Das Durchschnittsgewicht eines !

10,37
!

0,08400

10,54 0,06076

10,76 0,06720

10,88
I 0,07644

nens 0,36 g.

0,8100 !

0,5764

0,6246

0,7025
|

mens 0,48 g.

0,9715
[

Diese Yersuche zeigen wiederum, dass Beifei

allmahliche Verminderung der Energie der Proteolyse

stattfindet.

Ausserdem aber zeigen diese und ahnliche Versuche, die ich der

Kurze wegen hier nicht anfiihre, dass die Wirkung der Saccharose

auf die Autodigestion der reifenden Samen desto merklicher wird, je

1) HAHN und GKRET: BUCHNER, Die Zymasegarun.tr- 1908.

2) Gromow, Zeitschr. fur physiol. Chem. XLII. Heft " 'I>»1.
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Zur Kenntnis dor prol Somen. 137

mehr der Samen der Reife entgegengeht. So wirkt Saccharose im

Aufangsstadium der Reife fast gar nicht auf die Proteolyse, da eine

40prozentige Lcisung dieselbe kaum verlangsamt, eine 20prozentige

dagegen eher etwas beschleunigt. In spateren Stadien des Reife-

prozesses aber schwaeht eiue 40prozentige Saccharoselosmig die

Proteolyse schon sehr betrachtlich, eine 20prozentige und sogar eine

]5prozentige, wenn auch in schwacherem Masse, so doch merklich.

Zu denselben Resultaten fuhren auch Versuche mit Aceton-

prliparaten und Praparaten aus getrockneten Samen. Ich fuhre nur

zwei Yersuche an.

Yersuch III.

li.^vi.-l.t

der

nGrammj Substanz Eiweiss-N

Yersuch IV.

Praparat ana bei 37° getrockneten jnngen Samen mit 08 pCt. des Stickstoffs

in Form von Eiweissstoffeii. intodigestio isdaner 6 Tage bei 36°.

U-.
". V:^ ,

Eiweias-N

Eiweiss-N
in Prozenten

Verlust in

Prozenten des

:

Kontrollportion
J I'lHMHI

iYotoi:i

3 382 }
3

'
341 _

Wasser

20pCt. Saccharose.
|

40 « . |

- 30,5
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1 3s W. Z A

Diese Versuche zeigen noch deutlicher, dass die Saccharose i

die Eiweissverdauung der jungen Saraen keinen Einfluss hat.

Wenden wir uns jetzt zu Yersuchen in betreff des Einflusses (

Salpeters auf die Proteolyse der reifenden Samen.

Acetonpraparat mit <>V> pCt. Eiweissstickstoff. Aotodigestionsdauer

48 Standen bei 42°.

- Gewicht
der

in iii-.:uu:i

Eiweiss-N

Eiweiss-N

der
Substanz

I.iwi i-s-N -

Verlust in

Prozentendes
aDfanglichen

Eiweiss-N

Kontrollportion
j J ^J} 0,03401 3,401

_

Wasser
{

2
Jgg» j

0,04144 2,072 -39,0

1 pCt. Salpeter . .
{

.. . ..{ 2

^1)0,04465

o°;S}o^

2,232 -34,3

-28,0

Acetonpraparat mit
'

- Gewicht
Eiweiss-N

SubsTaJ Eiweiss -N Pro^ten

fato-UB
|

Subs'Lz

Eiweiss N-

Prozentendes

Eiweiss »

,

1 |<^} 0,08627 3,627

2 o'o^'on,;^ .Ti-25 - 13,8

1 pCt. Salpeter

2

[nJifl!

1

;!!
",Oti313 3,150

n'™^! 0,06364 1
3,182

°$6649
J

0,06608 3,304

- 12,9

- 12,2

-u
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Kenntnis der proteolytischen Enzyme der i

Losung

Gewicht
der

inGranim

Eiweiss-N Kfifta

Kontrollportion
J

Wasser 1

3 pCt. Salpeter . .
j

1,0000
1,01 >IH)

1,7040
1,7094

0,03300

0,03382

0,04030

0,04043

0,04204
i>;04221

88 i
^

2,365)
2 ,,-

2,365 |

-'k)

|||} 2,318

- 29,2

-30,6

-25,8

Aus den angefiihrten Yersuchen kann jedoch kein bestimmter

Schluss auf die Art der Salpeterwirkung gegeniiber der Proteolyse bei

Samen gezogen werden. Zwar schwacht eine 5prozentige Losung die

Energie der Eiweissverdauung, doch wurde dieses Resultat nur in

Versuchen mit Acetonpraparaten unabhangig vom Alter der ge-

nommenen Samen erhalten, wahrend dieselbe Salpeterlosung gar keine

Wirkung auf die Proteolyse von getrockneten Samen ausiibte. Mag
auch dieses Resultat durch die Yerschiedenheit in der Bereitung der

Praparate oder der Temperaturen der Yersuche bedingt sein, so andert

sich doch jedenfalls die Empfindlichkeit der proteolytischen Enzyme
der Samen gegeniiber dem Salpeter und hangt dieselbe folglich von

gewissen anderen Bedingungen ab, da nicht anzunehmen ist. dass

w»r es mit verschiedenen Enzymen zu tun haben angesichts der

volligen Ahnlichkeit der Samen in Yersuch V und YII. Ebenso ist

moglich, dass die je nach dem Alter der Samen verschiedene und
von der Art der Bereitung des Praparates unabhangige Wirkung der

Saccharose auf die Proteolyse nicht durch die Yerschiedenheit der

Enzyme, sondern durch andere Faktoren bedingt ist. Wcnigstens

erscheint mir die Annahme als zulassiger, dass bei der Reifung der

Samen eine allmahliche Abschwachung des proteolytischen Knzynis

o<ier eines Gemisches solcher stattfindet, welche vielleicht durch den

Ubergang in einen inaktiven Zustand verursacht wird.

Zur weiteren Charakteristik des proteolytischen Prozesses der

reifenden Samen ist es auch wichtig, die geeignete Reaktion zu be-

stimmen. Zu die Acetonpraparat benutzt, das

sine schwach saure Reaktion hatte, die nach Sodazusatz (0,1

9 Acetonpulver) zu einer alkalischen wurde.
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Yersuch Till.

i Flussigkeit. Digestionsdaner

Gewicht

SubsTanz
' Eiwciss-N

in Gramm

MW.MSS-N
Verlust in

Losung Prozentendes
anfanglichen

Eiweiss-N

Kontrollportion
{ \

0,029021 nn;Xino
0^2902 (

°'0:i902 2,902 -

—
I I

0,04981 l 0(Uoo7
0,05014 j

°>0499 ' 2,498 -13,9

0,1 pCt. Citronensaure
j

2 0,05328
\ 0(>

-
l2%

2 0,052i;±(" U '- M ' 2,648 - 8.7

0,3 „ „ { i ISj°'053,;2 2,681 -7,6

0,2 „ Soda . . . .
|

2
i 0,04851^..,,-.

2 04851 j°>°4801 2,425 -16,4

0,4, „ ....
j

2 0,05002 l of..,.M
;
05662 J

'°°6a2 2,816 -»

Es gent hervor, dass unsere proteolytischen Enzyme bei sauren

und alkalischen Reaktionen wirken. Am besten aber wirken sie bei

schwach alkalischen Reaktionen, sind aber gegen weiteren Zusatz

von Alkali sehr empfindlich.

Das Optimum der Proteolyse liegt zwischen 42—50°, wie aus

folgendem Versuche zu ersehen ist:

Versuch IX.

Acetouprhparat. Digestionsda
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Kenntnis der proteolytischen Enzyme dor raifarfa I 141

Die Eiweisszerspaltung bei Autodigestion unreifer Erbsensamen

ist mit der Bildung von Aminosauren verbunden, deren Natur zurzeit

noch nicht bestimmt worden ist. Die Bildung von Alburnosen und

Pepton findet bei dieser Verdauung kaum statt oder nur voruber-

gehend, da unsere Praparate sehr schnell diese Verbindungen ver-

dauen, wie aus folgendem Versuche zu ersehen ist.

Zu diesem Versuche wurde 50 com Wasser in Gefasse gegosson

und nach Zusatz von 0,5 g WlTTE -Pepton sterilisiert. Dann wurde

in die Gefasse 1 g Acetonpraparat gebracht und Toluol (50 Tropfen)

zugegeben, darauf wurden die Gefasse gut geschlossen und der Inhalt

derselben sorgfaltig geschiittelt. Vor dem Toluolzusatz wurde zur

Kontrolle der Inhalt zweier Gefasse erhitzt, urn alle enzymatischen

Prozesse zu hemmen. Zur Kontrolle wurde auch in zwei Gefassen

1 g Acetonpraparat in Wasser ohne WlTTE- Pepton Zusatz eingefiihrt.

Dann wurden alle Gefasse bei 34—36° 6 Tage lang stehen gelassen.

Nach beendigtem Versuche bestimmte man den Stickstoff der durch

Tannin fallbaren Substanzen. Zu diesem Zweek wurde eine wasserige

Tanninlosung ins Digestionsgefass solange hinzugegossen, bis sich

kein Xiederschlag- mehr bildete, und nach Zusatz einiger Tropfen

Bleizuckerlosung wurde der Niederechlag auf das Filter gebracht

und zur Stickstoffbestimmung nach K.TELDAHL benutzt. Eine solche

Bestimmung des Stickstoffs der durch Tannin fallbaren Substan/.m

wurde auch mit 1 g des Acetonpraparates und mit 0,5 g WlTTE-
Pepton ausgefiihrt.

Substrat

Quantitat
N in Tannin -Nieder-

i o,:;iMI
|1(i;S:,V

1

Wasser (
1 ;;-«;f^io,iri52o

(»,")«; WlTTE-Pcpt

gekocht .

!

IIJlw^^-

<>,5 g m fur sich .

j
=

lm gekocht. mi Prftparate haben kerne Veriinderungeii in nn

auf die Menge der durch Tannin fallbaren Substanzen statr-.d'uml.

wovon man sich durch Addition der entsprechenden fiir die Kontro

portion und fur 0,5 g WlTTE -Pepton gefundenen Mengen iiberzeug

kann. Vergleichen wir miteinander die Mengen dieser Substanzt

die in den
~

zuruckblei
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einander unterscheiden, dass also eine sehr bedeutende Umwandlung

des Pepton (ungefahr 6

/7) vor sich gegangen ist.

Ob in den reifenden Samen nur ein einziges Ferment tryptischer

Natur vorhanden ist, oder ob davon mehrere, darunter Trypsin, vor-

handen sind, miissen weitere Untersucliungen entscheiden.

T. Krasnosselsky: Bildung der Atmungsenzyme in

verletzten Pflanzen.

EiDgegangen am 27. Marz 1905.

Die Atmung der verletzten Pflanzen war schon seit langer Zeit

der Gegenstand vieler Forschungen. So wurde diese Frage von

Bohm 1

), Stich
3
), Richards

3),Dorofejew*), Smirnoff 6
),Maximow

6
),

MONTEMARTINI 7
) bearbeitet. Alle genannten Forscher machten die

Beobaehtung, dass die Atmungsenergie der Pflanze nach ihrer Yer-

letzung merklich stieg, dann kelirte sie zu ihrer anfanglicheii dresse

zuriick. Xur STOKLASA 8
) beobachtete keine Steigerung der Atmungs-

energie bei den verletzten Pflanzen. Dieses erklart sich durch die

ungem'igende Dauer seiner Versuche: er unterbrach sie, ehe die

Atmungsenergie zu steigen anting. Er behauptet, dass die erwahnte

Atmung von den Bakterien, die sich auf den verletzten Oberflachen

entwickeln, hervorgerufen ist. Das steht aber im Widerspruch zu

der Tatsache, dass man sogar am Tage der maximalen Atmung keine

Bakterien auf den Oberflachen der Pflanzen findet. Auf die Ab-

wesenheit der Bakterien weist auch die Abnahme der C02
-Aus-

scheidung, welche der maximalen Atmung folgt; das Maximum der

Atmung fallt auch immer bei einer bestimmten Pflanze auf eine be-

stimmte Zeit (Tag).

Die Forscher, welche die Atmung der verletzten Pflanzen beob-

achtet haben, konnteu bis jetzt noch keine von den beiden moglichen

BrklirongeM der Steigerung der AtmnngBenergie annehmen. Dje

ler Deutschen Bot. Gcsellsch. VM>, Bd. XX. S.

;en. de Bot. 1903, t. XXV, p. 26.

• Deutschen Bot. Gescllsch. 1908, Bd. XXI, S.

!

; zur chemischcn Fhysiologie, 1*K)3, S. 4G0.
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(98) Register.

W. Zopf, Vielki rniiilv it uiu.-.r Klechtensporen

T. Krasnosselsk>. I! \ , mo in verletzten Pflanzen:

E. Tscherniajew, Einfluss der Temperatur auf die Atmnng verldztor Vi

II. Couweutz. Di>- I-'iclit.' irn in »r hleut scli^n Flachland:

i

Fig. 2. Vom Winde geworfene and wiedei

W. Palladia, Ursprung der wiilii-.-ii-l -l.-r Ati.mn- ;mi-v<, hirdenen Kohlcnsaui

W. WaHiter, Cbemonastiscbo Ik-wfgungen der Blatter von Callisia repcn

M. Mobins, Rtaaphiden in Epidermiszellen. Schuppenhaar des Fruchtknotei
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Heft •> 18.61-88) ausgegebeu am 23. Mara 190
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