Ein Beitrag zur Kenntnis der Veranderungen,
welche die stickstoffhaltigen Bestandteile griner Pflanzen
Infolge von LichtabschluRR erleiden.

Von
A. Kiesel.

t\u.- <i.m anrikultnr rli.-imM li. il LaV.raforinm des I'olyte. hnikums in Zirich.i
()« r Iti.-iluklion /ni:, ~untren am i:j. August I'toti !

Dah in grinen Bilanzen und Pflunzentoilen, denen das
l/u lit entzogen wird, eine Anhdufung von Asparagin stattiindet,
wurde schon im Jahre 1S7S von Borodinl) gefunden. Spétei
wiesen E. Schulze und E. Bosshard2) nach, dal} diese As-
paraginanhdufung bei gleichzeitigem Eiweil3zerfall sehr rasch
erfolgt; sie wurde sowohl durch Bestimmungen nach Sachsses
Methode als auch durch Wagung der aus den Extrakten durch
Fallung mit Mercurinitrat gewonnenen Asparaginmengen nach-
gewiesen. Aus jungen, dicht Uber dem Boden abgeschnittenen
Bothklec-, Hafer- und Hraspllanzen, die mit den unteren Enden
in Wasser gesteckt und eine Woche Jang in einem verdunkel-
ten Zimmer gelassen worden waren, konnte auf dem angege-
benen W ege leicht Asparagin in betrachtlicher Quantitat dar-
gestcllt worden,3) wahrend die frischen, nicht verdunkelten
Bilanzen bei gleicher Behandlung Asparagin entweder gar nicht,
oder doch nur in ganz unbedeutender Menge lieferten.4) Uber-
einstimmende Besullate erhielten spater auch E. Schulze und

') botanische Zeitung, 1878, 8. 802.

« Diese Zeitschrift, Bd. IX (1885), S. 452.

) Aus 000 g frischen llaferpflanzen wurden 3,1 g, aus 800 g
fnschen lItntkleepllan/.en 1.7 g Asparagin in Krystallen erhalten.

h | kg frischer Kotkleepllanzen lieferte nur 0,25 g Asparagin:
aus dem Hafer und dem Gras lieh sich kein Asparagin gewinnen.
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K. Kisser!) an nicht abgesehnittenen, noch im Boden wurzelnden
llaferpflanzen, sogar bei kirzerer, namlich nur 3tagiger Dauer
der Verdunkelung.

In neuerer Zeit fuhrte W. Dutke witsch?2) in der gleichen
Weise an Beguminoscnpllanzen Versuche aus, in denen auch
eine Veranderung des Aminosaurengehalts der IMlanzen zu Tage
trat. Butkewitsch konstatierte das stetige Anwachsen der
Asparaginmenge wéhrend der Verdunkelung und fand zugleich,
daB die Aminosdurenmenge im Anfang der Verdunkelung anstieg.
‘pater aber sich wieder verringerte. Diese Veranderungen
waren von stets fortschreitendem Kiweil3zerfall begleitet . der
KiueiRzerfall reichte aber fiir sich allein spater nicht hin, um
die neu. gebildete Asparaginmenge zu decken, sodall letztere
teilweise auf Kosten anderer Produkte stattgefunden haben
muB. Die von Dutkewitsch gemachten Befunde bestétigen
al'O die von F. Schulze zuerst ausgesprochene Ansicht (Gber
die sekundére Asparaginbildung.

Was die durch Phosphorwolframsaure féllbaren Verbin-
dungen anbelangt, so hat Dutke witsch nur in einem Ver-
'U<he den Stickstoff in dieser Fallung quantitativ bestimmit,
wobei er folgende Resultate erhielt:

Dauer der Verdunkelung

Vor der Verdunkelung H Tage 0 Tage » Tag.-
10V 0,1.3°/« 0,11V 0,12%

Aus diesen Zahlen ist zu schlieRen, dal3 die dureh Phos-

phorwolframsaure fallbaren Stickstolfverbindungen sich d@hnlich

nimmt anfangs zu,

spater aber wieder ab. Allerdings zeigen diebei den quan-

titativen Bestimmungenerhaltenen Zahlen nur relativ geringe
| ntersehiede.

Auf Vorschlag von Professor K. Schulze stellte ich einige

\ ersuche an, deren Hauptzweck die Kntscheidung der Frage

war, ob die in verdunkelten Pflanzen vorgehenden Verande-

% Landwirtschaftl. Versuchsstationen, [HM!). Bd. XXXVI. S. |

» ,.ie regressive Metamorphose der EiweiOstoffe in héheren F>llanzen
und die Beteiligung eines proteolytischen Ferments bei derselben Russisch)

<nc Moskau.
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rungen dor stickstoffhaltigen Bestandteile mit einer Bildung von
Hexonbasen verbunden sind. Zum Vergleich mit den frischen
Bilanzen untersuchte ich Bilanzen, die sich nur wenige Tage
in einem verdunkelten Baume befunden hatten; denn man
durfte annehmen, dall wahrend der Verdunkelung anfangs eine
Zunahme, dann aber wieder eine* Abnahme der genannten
Basen erfolgen* werde. Zugleich untersuchte ich auch die
Bilanzen vor und nach der Verdunkelung auf Aminoséuren.
Die Methoden, die ich zur Abscheidung und Isolierung der
genannten Stiekstoffvei bindungen anwendete, waren diejenigen,
deren man sich bei &hnlichen Untersuchungen im oben genann-
ten Laboratorium bedient hat. Kndlich habe ich auch noch
quantitativ zu bestimmen gesucht, wie grob die den verschie-
denen Stoffgruppen angehdrenden Stickstoffmengen waren.

Als Versuchsobjekte verwendete ich junge, dem Felde
entnommene, dicht Gber dem Boden abgeschnittene Bilanzen von
Bolkleo (Trifolium pratensei, die eine L&nge von 30—35 cm
besalBen. Sie wurden in 2 Bortionen geteilt, von denen die
eine i Bortion 1) sofort verarbeitet wurde. Die andere (Bortion
II) wurde mit den abgeschnittenen Stengeln in Wasser gesteckt
und sodann 05 Stunden lang in einem verdunkelten Baume
gelassen (das Wasser wurde an jedem Tage durch Irisches
ersetzt). Nach Beendigung des Versuches hatten die Bilanzen
ein vollkommen frisches Aussehen.

Von jeder Bortion wurde ein Teil frisch verarbeitet, der
andere vor der Untersuchung im Trockenschranke entwassert.
Von dem letzteren wurde der groRBere Teil auf Aminosauren
verarbeitet; der kleinere Teil diente zur Ausfiihrung quanti-
tativer Bestimmungen.

A. Untersuchung der Botklcepflanzen auf B’asen.

Zunachst teile ich die Besultate mit, die bei Untersuchung
der frischen, nicht verdunkelten Bilanzen erhalten wurden.
Von diesem Material wurden 5 kgl) mit heiRem Wasser be-

¥ 100 Toile ilor frischen Pflanzen lieferten 14,7°/0 lufttrockene
Substanz.
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handelt, das Extrakt von den durch Bleiessig fallbaren Sub-
stanzen befreit, sodann mit Schwefelsdure ungesauert und mit
Phosphorwolframséure versetzt. Ben durch dieses Reagens her-
vorgebrachten Niederschlag verarbeitete ich in bekannter
Weise.l) Die bei Zerlegung des Niederschlages erhaltene, mit
Salpetersaure neutralisierte Basenlosung gab mit Silbernitrat
eine ziemlich starke Fé&llung, aus welcher Alloxurbasen er-
halten wurden. Letztere gaben mit Salzsdure in Nadeln krystalli-
sierende Verbindungen. Die Quantitdt derselben war nicht so
groB3, dal sich feststellen liel, welche Glieder der vorhan-
denen Stoffgruppe vorhanden waren: ihre Lésung gab mit Silber-
nitrat eine in Ammoniakflussigkeit unlésliche Fallung. Histidin,
Arginin und Lysin konnten in der bei Zerlegung des Phosphor-
wolframsaureniederschlags erhaltenen Basenltsung nicht nach-
rewiesen werden: auch die Prufung auf Guanidin gab ein nega-
tives Resultat.

Von den Pflanzen, die wéhrend eines Zeitraumes von 65
stunden sich in einem verdunkelten Raume befunden hatten,
wurden 4 kg in der gleichen Weise auf Basen untersucht.
Auch hier konnten in der bei Zerlegung des Phosphorwo! frain-
saureniederschlages erhaltenen LoOsung Alloxurbasen nachge-
wiesen werden: doch schien ihre Quantitat geringer zu sein, als
bei den nicht verdunkelten Pflanzen. Aus dem durch Silber-
nitrat und Barytwasser hervorgebrachten Niederschlage suchte
ieh Histidin und Arginin zu isolieren. Die Histidinfraktion des
Niederschlages wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt: aus der
dabei erhaltenen LOsung suchte ich das Histidin durch Fallung
mit Quecksilbersulfat reiner zu gewinnen. Bei Verarbeitung
des Niederschlages erhielt ich in kleiner Menge Krystalle, welche
>alzsaures Histidin zu sein schienen (die Base gab Fallung mit
ammoniakalischem Silbernitrat) : doch reichte die Quantitat der
Krystalle zur sicheren ldentifizierung nicht hin. Dagegen gelang
der Nachweis von Arginin. Letzteres wurde in das Nitrat
ubergefiihrt: das Gewicht des Rohproduktes betrug 1,5¢. Ich
stellte daraus nach bekanntem Verfahren Argininkupferni-

‘) Ich verweise auf die Angaben, die in der von E. Schulze in
bd XLVIIL dieser Zeitschrift veroffentlichten Abhandlung sich finden
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trat dar. Diese Verbindung krystallisierte in der charakteris-
tischen Form; die Krystalle schmolzen bei 111—113°. Das
daraus dargestellte Nitrat gab die Argininreaktionen.

Aus der vom Argininsilber abfiltrierten Flissigkeit suchte
ich Lysin darzustellen; doch gelang es nicht, diese Hase in
einer zu ihrer Identifizierung gentigenden Quantitat zu isolieren.

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben zu ersehen
ist, konnte sicher nachgewiesen werden, dal} in den Kotklee-
pflanzen wahrend der Verdunkelung Arginin sich bildete.
Dieses Kesultat steht in Fbereinstimmung mit der vor kurzem
von K. Schulzel veroffentlichten Beobachtung, dal eine Bil-
dung von Arginin in Pflanzen von Medicago sativa, die 2 Tage
lang der Verdunkelung ausgesetzt worden waren, sich nach-
weisen liels.

Aus den weiter unten mitgeteilten Zahlen ist zu ersehen,
dall wahrend der Verdunkelung die Quantitat der durch Phos-
phorwolframsaure féllbaren StickstofTverbindungen in den Pflanzen
zugenommen hatte.

H. Untersuchung der Kotkleepflanzen auf
Aminosauren.

Ich teile zuerst die Resultate mit, die ich bei Untersuchung
der nicht verdunkelten Pflanzen erhielt. Von diesem Material
wurden 5,1) kg'getrocknet, die dabei erhaltene lufttrockene Masse,
deren Gewicht S70 g betrug, fein zerrieben und sodann mit
kochendem ca. 92°/oigem Alkohol extrahiert: das Extrakt ver-
arbeiten' ich in friher beschriebener Weise?) auf Aminosauren,
leb erhielt eine nicht bedeutende Quantitat eines Produktes,
welches das Aussehen und Verhalten von unreinem Leucin bzw.
Aminovaleriansaure zeigte. Dieses Produkt wurde aus einem
Gemisch von Alkohol und AinmoniakllUssigkeit umkrystallisiert .
dann fihrte ich die Sauren in Kupferverbindungen Uber. Letztere
I6sten sich groRtenteils in Methylalkohol; cs schien also vorzugs-
weise Aminovaleriansdure vorhanden zu sein, doch kann neben
letzterer auch Isoleucin sich vorgefunden haben. Der in Methyl-
alkohol unlésliche Teil der Kupferverbindungen gab hei der

\i Landwirtschaftliche Jahrbicher, Hd. XXXV, S. G5V
Ich verweise auf die Abhandlungen E. Schulzes.
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Zerleguns durch Schwefelwasserstoff ein Produkt, .las wahr-
scheinlich Leucin war. Doch gab seine wasserig». Liisimi beim
Erhitzen mit Knj|iferaeetat nur eine schwache | allung. Der
Gehalt der nicht verdunkelten I’llanzen an Leucin ist demnach
jedenfalls nur (*in gewesen”

Von den Pflanzen, die der Verdunkelung ausgesetzt worden
waren, verarbeitete ich in der gleichen Werse 525 g lufttrockenes
Material, erhalten aus 5,75 kg frischer Pflanzen. Ich erhielt
in diesem Falle trotz der Anwendung einer geringeren Material-
men” eine grofRere Quantitat von Aminosauren. Letztere wurden
nach dem | mkrystallisieren in Kiipfervorbindungen iibergetfiihrt.
Kitt Teil dieser Kupferverhindungen I0ste sieh in Methylalkohol:
die daraus wiedergewoimene Aminosaure verhielt sich gegen
Kupferacetat wie Aminovuleriansdure. Der in Melliylalkoliol
unlésliche Teil der Kupferverhindungen gab hei der Zerlegung
durch Schwefelwasserstoff ein Produkt, welches das Verhalten
des Leucins zeigte. Heim Erhitzen im Lilasréhrchen gab es ein
weilles wolliges Sublimat: seine wasserige LOsung gab beim
Erhitzen mit Kupferacetat eine dem Leucinkupfer gleichende
Ausscheidung. Sodann wurde noch konstatiert, dall dieses Pro-
dukt sich in einer gesattigten wasserigen Leueinlisung nicht l6ste.

Diese Versuchsergebnisse fuihren zu der SchluRfolgerung,
da® in den Rotkleepflanzen wahrend der Verdunkelung die
Aminosduren an Menge zugenommen hatten und dal insbesondere
eine Vermehrung des Leucins eingetreten war.

(«. Quantitative Bestimmungen.

Hei Ausfihrung der Analyse wurden sowohl in den nicht
der Verdunkelung ausgesetzten, wie in den verdunkelten Pflanzen
Portion | und Portion IlI) neben dem Hesamtstickstoff die den
LiweiRstoflen angehérende Stickstollmenge nach Stutzers Me-
diode, der.Asparaginstickstoff nach Sachsses Methode und die
im  Phosphorwolframsaiireniederschlage enthaltene Stickstolf-
menge bestimmt. Die dabei erhaltenen Zahlen sind in der
nachfolgenden Tabelle zusammengestellt, angegeben sowohl in
Prozenten der lufttrockenen Pflanzensubstanz, als des (iesamt-

stickstoffs.
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I. Portion Il. Portion
°/o der °jo des \/ der -0 des
luft- luft-
Gesamt- Gesamt-
trockenen trockenen
Substanz es Substanz es
cer
GesamtsliekstolT...........c.cccc.... 2,97 100,0 3,06 100,0
Eiweil3stickstoff _. - - - - _ 2.11 71,0 2,00 65,6
N im Phosfiliorwolfrarnsaure- :
niederschlag.........c.. 0,1« 0,3 0,21 7,0
AsparaginsliekstotT - - - - 0,31 10,3 0,41 13,4
N in arideren Verbindungen . 0,39 13,1 0,43 14,1

(DilT)

Subtrahiert man vom «Gesamtstickstolf» den «EiweiRstick
«toll , so ergibt sich die im ganzen auf nicht eiweiRartige Ver-
bindungen fallende Stickstoffmenge; sie betrdgt bei Portion |
0,8t) o/o oder 29,0 °/o des Gesamtstickstoffs, bei Portion Il 1,05 (»t
oder 34,4 °/o des Gesamtstickstoffs. Wahrend des Verweilens
der Pflanzen in einem verdunkeltenRaum hat sich also tlu
Gehalt an nicht eiweil3artigen Stickstolfverbindungen vergroRert:
dal} die Zunahme keine sehr starke gewesen ist, erklart sich
daraus, daR die Verdunkelung nur 05 Stunden dauerte. Sodann
iIst aus den obigen Zahlen zu ersehen, dal sowohl das Aspa-
ragin, als auch die in die Phosphorwolframsdureniederschlage
eingehende Stickstoffmenge wahrend der Verdunkelung zuge-
nommen haben. Eine Zunahme zeigt auch die aus der Differenz
berechnete Stickstoffmenge, die den bei der Analyse nicht bestimm-
baren Verbindungen angehorte : die betreffenden Zahlen schlieRen
auch den Aminosaurenstickstoff ein.

Zum Schlisse spreche ich Herrn Professor E. Schulze
flr die Unterstltzung, die er mir bei Ausfihrung dieser Arbeit
gewahrte, meinen verbindlichsten Dank aus.

Analytische Belege.

Beim Abdestillieren des Ammoniaks wurden in der Regel
10 ccm halbnormale Salzsaure, in einigen Fallen (bei den A*-
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paraginbestimmungen) 10 ccm halbnormale Schwefelsdure vor-
gelegt. Diesen 10 ccm Saure entsprachen 14,1)0 cem der zum
Titrieren verwendeten Natronlauge. In der zweiten Vertikal-
kolumne der nachfolgenden Tabelle gebe ich die Kubikzentimeter
Natronlauge an, die den durch das Uberdestillierte Ammoniak
gesattigten Saurequantitaten entsprechen. Die Stickstotimengen,
welche bei Ausfihrung der Asparaginbestimmungen in den mit
Salzsadure gekochten Extrakten in Ammoniakform vorgefunden
wurden, bezeichne ich in der Tabelle als «Amidostickstoff -|~
AmmoniakstickstofD.  Subtrahiert man davon den Ammoniak-
stickstoff, so bleibt die aus dem Asparagin in Amtnoniakform
abgespaltene StickstofTmenge Ubrig: letztere mull bekanntlich
verdoppelt werden, um den <AsparaginstiekstolD zu erhalten.

|. Portion.
Angewen- .
deto |uft- Natron-  Stickstoff gefunden
trockont*  lauge _
SUDSIANZ com oy y g Mittel (e
- = N’'s
i - 17106 3226 0,072 tm mft
Ggsamtstlckstoff 20057 3988 0,0%270 Hn mit
Eiweiflstickstoff 19107 2570 0.0*01 21H
{ 19791 2665 O.HIK) 2.117

«Stickstoff im Phosphor- ' 50913 529 0,0083170.163 ....J
wolframsaureniederschlage , 50913 499 0.007MO0.1M

Ammoniakstiekstoff | 4,2863 1.10  0.0017200,(0)
99628 I 00024370044 '

Amidostickstoff 48332 08) 0,009197,0,193

+ Ammoniakstickstoff 4 8332 6.02  0,009465 0,196 0.195;i
4,9655 6.19 ..0097320.196

Amidostickstoff _ _ _ — 0153 —

Asparagin-N nach Sac h sse - - o _ 0306 103
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[l. Portion.
Lult- Natron- Stickstoff gefunden
t'roekene
Substanz lauge in
in g ccm in g in0! Mittel des
0 X's
1.6889 33.05 0,05100 3.077
Gesamtst ickstoff 2.055(5 30,87 0.00208 3.013 3.058 100.0
1.816!» 35.20 0.0555 3.051 ;
EiweilRstickstuff 2.2107 28.13 0,01123 1.005 5 000 o
[ 20112 2570 0.4055 2.010 2000 05
| 0.1701 7.18 0.011280 0.218
\ 01701 081 0010707 0.207 2213 70
| : Do
| 5.3118 2.20  0.003155(0.005
0.086 2.1

v 0,0010 2.51 0,003010 0,007

|
5.1230 8.55 0.013142 0.202
5.1230 8.01 0,0135810,205 0.271
5.5533 10.02 0.0157510.281

Amidostiekstoff
4 Amrnoniakstickstoff

Amidostiekstoff _ 0,205

Asparagin-N nach Saehsse

— 0,110 134



