Studien uber die Proteinbiidung In reifenden Pflanzensamen.
1. Mitteilung.

Von

E. Schulze.

(Aus dem agrikulturchem. Laboratorium des Polytechnikums in Zurich.)

(Der Deduktion zugegangen am ». Januar lim.)

Die Proteinsynthese in reifenden Pflanzensamen ist der
Gegenstand einer Abhandlung, die ich in Verbindung mit E.
Winterstein vor kurzem in dieser Zeitschriftl) verotffentlicht
habe. Im folgenden teile ich einige bei Fortsetzung der‘Unter-
suchung erhaltene Ergebnisse mit, die zur Bestatigung und
zur Erganzung der in jener Abhandlung ausgesprochenen Schluf3-
folgerungen dienen kdnnen.

Wie in der ersten Mitteilung dargelegt worden ist, ent-
halten bei Pisum sativum die wéhrend des Reifens der Samen
als Reservestoffbehalter dienenden Samenhilsen ein Gemenge
uichtproteinartiger Stickstoffverbindungen, welches in seiner
gualitativen und quantitativen Zusammeriéetzung von dem in
den unreifen Samen sich findenden Gemenge gleicher Art in
mehreren Punkten bedeutend abweicht. So ist z. B. der Gehalt
der Hulsen an Asparagin so betrachtlich, dal} dieses Amid
leicht zur Abscheidung zu bringen ist, wahrend aus den un-
reifen Samenkornern nur eine sehr geringe Asparaginmenge
mit Mlhe isoliert werden konnte. Ferner enthielten die Hilsen
Tryptophan, dessen Nachweis in den unreifen Samenkérnern
nicht gelang. Letztere enthielten dagegen etwas Glutamin
und etwas Vernin (Guanosin), wéahrend diese Stoffe aus den
Hilsen nicht dargestellt werden konnten. Eine bedeutende
Verschiedenheit zeigte sich ferner im Gehalt ah Arginin:

[ Bd. LXV, s, m.
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die unreifen Samenkdrner enthielten diese Base in bedeutende,
die Hulsen dagegen nur in duBerst geringer Quantitat. Ahnliche
Verschiedenheiten im Stoffgehalt zeigten sich bei den von
T. Pfenningerl) in unserem Laboratorium untersuchten un-
reifen Samenkornern und Samenhtlsen von Phaseolus vulgaris
Die Hilsen enthielten Asparagin in betrachtlicher Quantitét,
daneben auch Allantoin; aus den unreifen Samen konnte
dagegen keiner dieser beiden Stoffe isoliert werden. Fernei
fand sich in den Hilsen Arginin nur in sehr kleiner Meng«*
ganz junge Samenkorner enthielten dagegen so viel Arginin.
dal der Gehalt davon 0.5" o der Samentrockensubstanz aus-
machte (in den in der Reife etwas mehr vorgeschrittenen
Samen war jedoch der Arginingehalt bedeutend niedriger).
Auf die aus diesen Beobachtungen abgeleiteten Schlui -
tolgerungen komme ich weiter unten zurlck: zunéchst teil«*
ich die Resultate mit, die bei einer spater ausgefiihrten Unter-
suchung der unreifen Frichte der Wicke (Vicia saliva L.) sich er-
gaben. Diese Fruchte wurden in der zweiten Hélfte des Monat>
August geerntet und dann sofort in die Samenkdrner und «lit
Hilsen zerlegt: das Gewicht der Samenkorner betrug 1780 g
(mit 598.1 g Trockensubstanz), dasjenige der Hilsen 193o0-
(mit »88.3 g Trockensubstanz). Beide Teile wurden nun in
frischem Zustande mdglichst fein zerkleinert und hierauf mit
Wasser extrahiert. Die Samen behandelten wir wegen ihres
bedeutenden Starkemehlgehaltes bei einer Temperatur von nur
50" (1.-) mit Wasser, wahrend die Hilsen bei einer etwa-
hoheren Temperatur extrahiert wurden. Die durch Abfiltrieren
und Abpressen des Rickstandes gewonnenen Fixtrakte wurden
nach Entfernung der durch Bleiessig fallbaren Bestandteile mit

U Eine vorlaufige Mitteilung Uber diese Untersuchung ist in d.n
Beuchten der Deutschen Botanischen Gesellschaft. Bd. XXVII. S. *227.
gemacht worden.

Die zerkleinerten Samen wurden mit Wasser uUbergossen. de>sc
Temperatur ca. 60° betrug: das Gemisch der Samen mit Wasser hat?
dann eine Ttuiiperatur von ea. 50° C. Nach mehrstindigem Steher,
wurden die Extrakte vom Riuckstande getrennt. In der gleichen Wei--
sind auch die Extrakte dargestellt worden, di<* wir zu den m unser
ersten .Mitteilung beschriebenen Versuchen verwendeten.
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Mercurinitrat versetzt. Die durch dieses Reagens hervorgc-
I.rachten Niederschldge wurden abliltriert, mit kaltem Wasser
ausgewaschen, abgepreldt, dann in Wasser verteilt und mittels
Schwefelwasserstoff zersetzt, die vom Schwefelquecksilber ab-
nltrierten LOsungen neutralisiert und in gelinder Warme bis
zur Sirupkonsistenz eingeengt.

Die bei Verarbeitung der unreifen Samen in solcher Weise
erhaltene LOsung lieferte nach dem Lrkalten eine Ausscheidung,
die aus feinen, in kaltem Woasser sehr schwer léslichen Krv-
'tallen bestand; letztere wurden aus kochendem Wasser um-
krystallisiert. Dieses Produkt konnte an seinen Reaktionen
als Vicin erkannt werden:1) sein Gewicht betrug nach dem
t mkrystallisieren 1,1 g. Die davon abtiltrierte Fllssigkeit ver-
hetzten wir zur Entfernung des darin enthaltenen Arginins mit
Phosphorwolframsdure, wobei ein sehr starker Niederschlag
entstand. Die von diesem Niederschlage durch Filtration ge-
trennte FlUssigkeit wurde, nachdem sie mit Hilfe von Bleiessig
von der Uberschissigen Phosphorwolframsaure befreit worden
war, wieder mit Mercurinitrat versetzt, der dabei entstandene
Niederschlag nach dem Abfiltrieren und Auswaschen mit
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom Schwefelquecksilber ab-
lltrierte Losung wurde neutralisiert und sodann in gelinder
Warme eingedunstet; dabei wurde ein Sirup erhalten., aus
welchem erst nach Zusatz von Weingeist Krystalle sich ah-
‘chieden. Diese Krystalle, deren Trennung von der Mutter-
lauge mit Hilfe einer Tonplatte erfolgte, besalen nach dem
| mkrystallisieren das Aussehen des Asparagins und gaben
auch die Reaktionen dieses Amids. Sie wurden beim Erhitzen
‘owohl mit verdinnter Salzsaure wie mit verdlnnter Natron-
lauge unter Ammoniakbildung zersetzt: ihre wasserige Losung
gab beim Erhitzen mit Kupferacetat eine Kkristallinische, im
Aussehen mit Asparaginkupfer Ubereinstimmende Ausscheidung
und wurde auch durch Mercurinitrat geféllt. Dall nicht Glu-
amin vorlag, wurde durch das Aussehen und durch den

') Die Reaktionen des bekanntlich von Ritthausen in den Wn keii-

unen entdeckten Yicins sind auch in dieser Zeitschrift. Bd. XV.'S. 117.
tnfregeben.
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Wassergehalt der Krystalle bewiesen. Die Ausbeute an A>-
paragin war nur sehr gering: sie betrug nur 0.1t g (bei An-
wendung von fast 600 g Samentrockensubstanz). Der in oben
beschriebener Weise erhaltene Phosphorwolframséureniedei
schlag wurde nach bekanntem Verfahren verarbeitet. Die
Histidinfraktion» des durch Silbernitrat und Barytwasser er-
haltenen Niederschlages lieferte eine LOsung, aus der eine in
kaltem Wasser sehr schwer l0sliche Substanz in kleiner Menge
auskryslallisierte. Diese Substanz erwies sich als Vicin. Die
von den Krystallen getrennte Mutterlauge gab die Pauliselie
Histidinreaktion: doch gelang es nicht, Histidinchlorid in Kry-
stallen zu gewinnen. Aus der «Argininfraktion» jenes Nieder-
schlages konnte Argin in dargestellt werden. Diese Base wurde
zunédchst in das Nitrat (bergefihrt: dasselbe wog als Roh-
produkt 0.861 g. Das daraus dargestellte Argininkupfernitrat
kristallisierte in der charakteristischen Form:1) die durch Um-
kristallisieren gereinigte Verbindung schmolz bei 112—118
| fur Argininkupfernitrat wird bekanntlich 112- 114° als Schmelz-
punkt angegeben). Das bei Zerlegung der Kupferverbindung
erhaltene Nitrat gab die Reaktionen des Argininnitrats (Fallung
durch Phosphorwolframsaure, Phosphormolybdanséiure, Kalium-
wismutjodid und Nesslersches Reagens, keine Fallung durch
Kaliumquecksilberjodid). Das Arginin wurde, wie aus den oben
gemachten Angaben hervorgeht, aus dem Mercurinitratnieder-
schlage gewonnen: da nun nach den von uns gemachten Er-
fahrungen das Arginin aus den Pflanzenextrakten durch Mercun-
nitrat nur unvollstandig gefallt wird, so ist anzunehmen, daU
die in den unreifen Samenkdrnern enthaltene Quantitat dei
genannten Base die oben angegebene Zahl noch (bersteigt
Der bei Verarbeitung der unreifen Samenhulsen in oben
beschriebener Weise durch Mercurinitrat erhaltene Niederschlag
lieferte bei der Zerlegung eine L6sung, aus der auch nach
starkem Einengen eine Ausscheidung von Vicin nicht erfolgte
Sie wurde mit Wasser verdinnt und sodann zur Entfernung

b Die von den Krystallen getrennte Mutterlauge wurde, nachden
sie mittels Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit worden war. au
Ouanidin untersucht: doch war das Resultat negativ.



Ober die Proteinbildung in reifenden Pllanzensamen II.

<e> Arginins mit Phosphorwolframsdaure versetzt,. Der Nieder-
schlag wurde abfiltriert, das Filtrat mit Hilfe von Bleiessig
von der Uberschissigen Phosphorwolframsédure befreit und so-
dann wieder mit Mercurinitrat versetzt. Dabei entstand eine
Marke Fé&llung, die bei der Zerlegung mittels Schwefelwasser-
stoff Asparagin lieferte. Letzteres wurde mit Hilfe einer
Tonplatte von der Mutterlauge getrennt und sodann aus Wasser
umkrystallisiert. Die Krvstalle stimmten im Aussehen mit As-
paragin Uberein und gaben alle oben angegebenen Reaktionen
dieses Amids. Eine Krystallwasserbestitnniung lieferte folgendes
Resultat :

0,1825 g verloren bei 100" 0,0219 g = 12,0".« an Gewicht

Die Theorie verlangt fir Asparagin einen Krystallwasser-
ielialt von 12,0ftfo. Die Ausbeute an Asparagin war hier weit
-rotier, mindestens viermal so groR als bei den unreifen
'Nimenkdrnern.

Das Filtrat vom ersten Mereurinitratniedersehlag (man vgl.
die obige Angabe) wurde mittels Schwefelwasserstoff vom Oueek-
~(ber befreit, dann mit Baryt neutralisiert und hierauf stark
'mgeengt. Nachdem die Flissigkeit mit Schwefelsdure stark
ungesauert und durch Filtration vom ausgeschiedenen Barvum-
Milfat befreit worden war, wurde sie mit Phosphorwolframsaure
versetzt. Den dabei entstandenen Niederschlag vereinigten wir
mit der Fallung, die durch das gleiche Reagens in der bei
Zerlegung des Mercurinitratniederschlages erhaltenen L&sung
hervorgebracht worden war. und verarbeiteten ihn sodann nach
bekanntem Verfahren. Die * Argininfraktion des in der Basen-
I' sung durch Silbernitrat und Barytwasser erzeugten Nieder-
schlages lieferte bei der Zerlegung Arginin. Letzteres wurde
m Argininkupfernitrat Gbergefiihrt. Diese Verbindung krvstal-
isierte in der charakteristischen Form. M Die durch mehrmaliges
| mkrvstallisieren gereinigten Krvstalle schmolzen bei 113"
I»as hei Zerlegung der Kupferverbindung mittels Schwefel-
wasserstoff erhaltene Nitrat gab die oben angegebenen Reak-
tionen des Argininnitrats.

Wie aus den vorstehenden Mitteilungen zu ersehen ist.

‘I 0. h. in dinnen, dunkelblauen, zu Drusen vereinigten Prismen
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-im! nicht nur hei Pisum sativum und Phaseolus vulgaris,
sondern auch hei Vicia sativa die unreifen, als Reservestoif-
helidlter dienenden Samenhullsen weit reicher an Asparagin.
als die unreifen Samenkdrner.l) Dieser Befund laRt sieh durch
die fruher schon ausgesprochene Annahme erklaren, daly in
den reifenden Samen das Asparagin rasch zur Proteinsynthese
verwendet wird. Dagegen zeigten bei allen drei Pflanzenarten
die unreifen Samen einen hoheren Arginingehalt, als die unreifen
Samenhilsen. Allerdings war bei Vicia sativa der Unterschied
nicht so groB, wie bei Pisum sativum (was wahrscheinlich
dadurch bedingt wurde, daR die von uns untersuchten Vicia-
Samen der Reife schon weit ndher wareni; immerhin lieR sich
doch auch dort aus den unreifen Samenkdornern bei Anwendung
der gleichen Materialmenge mehr Arginin gewinnen, als aus
den Hiulsen. Bei Phaseolus vulgaris waren, wie friher erwéhnt
wurde, insbesondere die ganz jungen Samenkdrner relativ reich
an Arginin. LaBt sich nun auch bei Vicia sativa die Ver-
schiedenheit im Gehalt der Samenkdrner und Samenhulsen an
Arginin wohl durch die Annahme erklaren, dalR das aus den
Hilsen in die reifenden Samen (Ubergehende Arginin in den
letzteren nur sehr langsam zur Proteinsynthese verwendet
wird,-) so scheint doch diese Annahme nicht zu gentigen, um
den hohen Arginingehalt der unreifen Samen von Pisum sati-
vum zu erklaren: man scheint hier, wie schon in unserer ersten
Mitteilung gesagt wurde, an eine Bildung von Arginin in den
reifenden Samen denken zu mussen. Doch konnten wir diese

) Wir haben nicht den Versuch gemacht, diesen Befund durch
AusUihrung von Asparaginbesiimmungen nach Sachsses Methode zu
bestatigen, denn die an Phaseolus vulgaris gemachten Beobachtungen
IUhrlen zu der Schlu3folgerung, dal man bei Anwendung dieser Methode
amf die unreifen Leguminosensamen keine brauchbaren Resultate erhalit.
Obwohl aus den unreifen Phéseolus-Samen in wiederholten Versuchen kein
\sparagin isoliert werden konnte, entstand doch beim Erhitzen der von
Viweil3stoffen befreiten Extrakte aus diesen Samen mit Salzsdure ein*
nicht unbetrachtliche Ammoniakmenge.

O DaR hier das in den unreifen Samen enthaltene Arginin gar rieht
dir die Proteinsynthese verwendet wird, ist unwahrscheinlich; auch st

darauf hinzuweisen, dal bei Pisum sativum eine Abnahme der Arginiif-
im-nge in den Samen wahrend des Reifens nachgewiesen werden konnt«*.
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SchluRRfolgerung nur mit Vorbehalt aussprechen. Denn die
reifenden Samen erhalten die als Material fiir die Proteinsynthese
dienenden StickstolTverbindungen ohne Zweifel nur zum Teil
aus den Samenhilsen: zum Teil fliehen ihnen diese Verbin-
dungen aus den Blattern und Stengeln der Bilanzen zu,, ohne
zuvor Bestandteile der Hilsen zu werden.l) Bei dieser 'Sach-
lage ist es nun von Interesse, die Beschaffenheit der in don
Blattern und Stengeln der Leguminosen enthaltenen nichtprotein-
artigen Stickstoffverbindungen zu kennen.

Darliber haben | ntersuehungen AufschluR gegeben, dic
wir teils schon vor langerer Zeit, teils erst vor kurzem in
Ausfiihrung brachten. Als Material fur diese Untersuchungen
verwendeten wir junge Pflanzen, hei denen die Bildung der
"amen noch nicht begonnen hatte. Solche Pflanzen sind reicher
an Stickstoffverbindungen, als altere, in denen infolge des A.b-
HieRens dieser Verbindungen in die Frichte sowie infolge* der
zunehmenden Verholzung der prozentige Sticksloffgehalt stark
verringert ist: sie sind daher ein Material, aus dem jene Ver-
bindungen sich leichter darstellen lassen, (legen «lie Verwen-
dung solcher Bilanzen fur den genannten Zweck wirde mir
dann ein Kinwand zu erheben sein, wenn man annehmen mufRte,
dal» die Blatter und Stengel der Leguminosen wahrend der
Bildung der Frichte andere nichtproteinartige Stickstnffver-
bindnngen enthielten, als in d«*n friheren Vegetationstadhm:
Dir diese Annahme liegt aber nicht der geringste (irunil vor

Fur die fruher ausgefiihrten Untersuchungen-) dienten ai>
*d'iekte junge dem Felde entnommene Pflanzen von Vicia
>ativa, Trifoleum pratense (Rotklee) und Medieago saliva (Lu-
zerne). welche dicht Uber dem Boden abgeschnitten worden
waren. Von Trifoleum pratense gelangten zwei von verschie-
denen Orten stammende Muster junger Pflanzen zur Unter-
teilung: dieselben hatten eine Héhe von 15. hezw. HO cm Uber

) Ks ist anzunehmen. dal3 nur ein Teil der aus den Stengeln und
tiladern der Pflanze den Friichten zuflieBenden Stoffe in die Samenhii!s<-n
Ubergeht und sich hier voribergehend als Reservematerial anhauft.

*) Landwirtschaftliche Versuchsstationen. Rd. XXXIIl. S KU u,l
Rd. XLVI. s. m
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dein Boden erreicht. Die Medicago-Ptlanzen wurden in flinf
Vegetationsstadien untersucht. Die dein ersten Stadium ange-
iliorenden Pflanzen besahen eine Hohe von 30 cm und waren
im Mai geerntet worden: die am 2t. .luni geernteten Pflanzchen
der letzten Entwicklungsperiode befanden sich in voller Blite.
Von Vicia saliva gelangten vier Muster zur Verwendung; die
altesten dieser Pflanzchen hatten schon Bliten angesetzt. Aus
allen diesen Bilanzen konnte Asparagin dargestellt werden
und zwar meistens in betrachtlicher Quantitdt. Die Pflanzen
von Vicia sativa und Trifoleum pratense lieferten daneben auch
Vernin (Guanosin), seine Menge war am groften bei Vicia
sativa. Aus allen fur die Untersuchung verwendeten Pflanzen
konnten ferner Alloxurbasen zur Abscheidung gebracht
werden. Aus den Pflanzen von Vicia sativa liel sich ferner
etwas Leucin gewinnen: auch die Pflanzen von Medicago sativa
lieferten eine kleine Quantitat einer Substanz, welche Leucin
zu sein schien. Ohne Zweifel war das Asparagin diejenige
nichtproteinartige Stickstoffverbindung, die in allen Objekten
in relativ grofter Quantitat sich vorfand. Aus Bestimmungen
des Asparagingehaltes, die nach R. Sachsses Verfahren aus-
gefihrt wurden, ergaben sich flir die Trockensubstanz der
Pflanzen folgende Zahlen:
Vicia sativa A.
» B.
Trifoleum pratense A.

Medicago sativa A.
& > B.

Auller dem Asparugin wurde in diesen Pflanzen nach
Stutzers Verfahren auch die auf nichtproteinartige Verbin-
dungen fallende Stickstoffmenge bestimmt: von dieser Stick-
stolfmenge fielen auf Asparagin 26,1—36,9 °/o (unter der wahr-
scheinlich nicht ganz zutreffenden Voraussetzung, dafl das beim
Erhitzen der Extrakte mit Salzsaure nach Sachsses Verfahren
entstandene Ammoniak ausschlieRlich aus Asparagin abgespalten
worden wan. Q Aus Versuchen, hinsichtlich deren ich auf die

M Neben Asparagin kann z. ~ etwas Glutamin vorhanden ge-
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zitierte Abhandlung verweise, war zu schlieBen, dal’ auf Monn-
aminosauren (Leucin, usw.) und auf die durch Phosphorwolfram-
-aure fallbaren Basen keine grol3e 8tickstofVquantitat fiel : jeden-
falls wurde durch diese Stolle nicht der nach Abzug des Aspa-
niginstickstoffs» vom «NichtproteinstickstoBL tbrig bleibende
fitst gedeckt. Neben den im vorigen genannten nichtprotein-
ai tigen Stickstoffverbindungen mufiten also noch andere Stoffe
‘<ilcher Art vorhanden sein, die sich dem Nachweis entzogen,
hall zu denselben auch Polypeptidel) gehorten, muf3 als. .mog-
lich bezeichnet werden.

Ls ist hier noch zu erwahnen, dall der Asparagingehalt
unger Leguminosenpllanzen sich stark vermehrte, wenn man
diese Pllanzen einige Tage lang im Dunkeln aufbewahrte.2)

Bei Ausfihrung der im vorigen besprochenen Tnter-
‘iildHingen wurde ein Gehalt der Pflanzen an Arginin, Lysin
und Histidin nicht bertcksichtigt. Im Hinblick auf die von uns
liachgewiesene Anhaufung von Arginin in unreifen Leguminosen-
simen muBte es aber fir winschenswert erklart werden, auch
lie Stengel und Blatter der betreffenden Pflanzen auf Arginin
/a untersuchen. Wir verwendeten fur diesen Zweck junge
I'Hanzen von Vicia sativa und von Pisum sativum.3) Die ersteren
waren im Juni dem Felde entnommen und in einem luftigen
Baume ohne Anwendung kunstlicher Warme getrocknet, dann

I kleinert worden. W.ir extrahierten 1,5 kg des lufttrockenen
Materials mit heilem Wasser; der Extrakt wurde nach Ent-
fernung der durch Bleiessig fallbaren Bestandteile mit Schwefel-
stiire stark angesauert und sodann mit Phosphorwolframsaure
versetzt. Den durch dieses Keagens hervorgebrachten Nieder-
n hlag verarbeiteten wir nach bekanntem Verfahren. Die mit
Salpetersaure neutralisierte Basenlosung gab mit Silbernitrat

'V'-sen sein; dieses Amid verhalt sich aber bekanntlich beim Krhit/.en
+dt Salzsdure gleich dem Asparagin.

) Inwieweit diese Stolle beim Versetzen der m beschriebener
Weise dargestellten Pflanzencxtrakte mit Phosphorwolfiamsaure in die
Adlung eingohen, entzieht sich bis jetzt unserer Kenntnis.

2) Diese Zeitschrift. Rd. X. S. 120.

¥) Bei Untersuchung dieser Pllanzen wurde ich von Il. Pfenning er
unterstutzt.



<< starke Féllung, in der Alloxurbasen enthalten waren
>ie wurde unter Zusatz von Salzsaure mittels Schwefelwasser-
stoff zersetzt. Die vom Schwefelsilber abfiltrierte L&sung gab
nach dem Kinengen eine krystallinisehe Ausscheidung, die aus
salzsauren Salzen der Alloxurbasen bestand: ihr Gewicht be-
trug fast 1,0 g. Die >Histidinfraktion> des durch Silbernitrat
und Uarviwasser hervorgebrachten Niederschlages wurde mit
Schwefelwasserstoff zerlegt, die dabei erhaltene LOsung mit
Mercurisulfat versetzt. Die durch dieses Reagens hervoige-
brachte Féallung lieferte, als sie nach bekanntem Verfahren
verarbeitet wurde, eine kleine Quantitdt eines Sirups, -aus
welchem glanzende, im Aussehen dem Histidinchlorid gleichende
Krvstalle sich ausschieden. Die mit Hilfe einer Tonplatte von
der Multerlauge getrennten Krvstalle gaben sehr schon die
Paulisehe Reaktion. Ferner gab die durch Umsetzung de-
Chlorids mit Silbernitrat erhaltene Losung des Nitrats mit
ammoniakalischem Silbernitrat eine weie Fallung. Es is'
daher sehr wahrscheinlich, dal} hier Histidin vorlag; doch war
die Ausbeute zu gering, um jene Schlu3folgerung durch eine
analytische Restimmung bestatigen zu konnen.

Die «Argininfraktion des durch Silbernitrat und Baryt-
wasser erhaltenen Niederschlages lieferte bei der Verarbeitung
Arginin. Letzteres wurde zundachst in das Nitrat Ubergefihrt:
das Gewicht dieses Produktes betrug 1,16 g. Das nach be-
kanntem Verfahren daraus dargestellte Argininkupfernitrat besa!,
das charakteristische Aussehen: die durch Umkrystallisieren
gereinigten Krvstalle schmolzen bei 112—118°. Eine Kupfer-
bostimmung gab folgendes Resultat:

0,8841 g Substanz im Exsikkator getrocknet gaben 0,0442u
UuO — 10,57 % Cu.

Die Theorie verlangt fur das krystallvvasserhaltige Sal/
0.TO'V«. Das bei Zerlegung der Kupferverbindung mittels
Schwefelwasserstoff erhaltene Nitrat stimmte im Aussehen mi
Argininnitrat Uberein und gab die friher schon angegebener!
Argininreaktionen.

Die Ausbeute an Arginin war sehr gering: sie betrug nui
11,00° » der Pflanzentrockensubstanz. Aus dem Filtrat vom
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Argininsilberniedersehlage konnten nach bekanntem Verfahren *)
Detain und Cholin zur Abscheidung gebracht werden. Den
mit Hilfe von wasserfreiem Alkohol vom Betainchlorid <*-
trennten Cholinchlorid war aber eine andere Substanz, deren
néhere Untersuchung noch aussteht, beigemengt. Der Versuch.
Lysin nachzuweisen, fihrte zwar zur Gewinnung eines im Aus-
n lien dem Lysinpikrat &hnlichen Pikrats: doch lag der Schmelz-
punkt dieses, nur in sehr geringer Menge erhaltenen. Produktes
bedeutend tiefer als derjenige des Lysinpikrats «vielleicht lag ein
(iemenge von Lysin mit einer anderen Substanz vor).

Zur Untersuchung auf Asparagin diente eine bei ca. GO°
getrocknete Probe* der Pflanzen. Aus dem Niederschlage, der
in-einem mittels Bleiessig gereinigten wasserigen Kxtrakte durch
Mercurinitrat hervorgebracht wurde, konnte Asparagin in be-
trachtlicher Menge isoliert werden. Ls sei hier bemerkt, daf in
unserem Laboratorium grine, dem Felde entnommene Pflanzen
von Vicia sativa wiederholt (mindestens 8—ft mal) auf Asparagin
untersucht worden sind,2) und zwar stets mit positivem Be-
>ultat. Unter diesen Pflanzen befanden sich auch solche, die
schon im Bluhen waren.

Wir untersuchten ferner junge Pflanzen von Pisum sati-
vum. die im Juni geerntet worden waren und eine Hbhe von
do 4-0 cm Uber dem Boden erreicht hatten. Sie wurden,
nach Abtrennung der WTurzeln in frischem Zustande untersucht.
Nachdem sie zerkleinert worden waren, extrahierten wir sie
mit heiBem W asser. Der Extrakt wurde von den durch Blei-
essig fallbaren Substanzen befreit, dann mit Schwefelsdure
stark ungesduert und hierauf mit Phosphorwolframsdure ver-
setzt. Den durch dieses Reagens hervorgebrachten Nieder-
x hlag verarbeiteten wir in bekannter W'eise. Dabei konnten
Alloxurbasen nachgewiesen werden; es gelang aber nicht.
Arginin und Histidin zu isolieren. Zwar erhielten wir beim

» Dieses Verfahren ist in dieser Zeitschrift. Bd. LX. S. t6T» W-
schrieben worden.

*) Der Zweck der wiederholten Untersuchung der Vieia-Pllanzen
war u. a. die Gewinnung von Vernin Guanosim: doch konnte diese
Substanz nicht immer in solchen Pflanzen aufgefunden werden.
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Fallen der Hasenlésung mit Silbernitrat und Barytwasser eiin*
| listidinfraktion> und eine «Argininfraktion . Bei Verarbeitung
dieser Fraktionen konnte aber weder die eine noch die andere
jener beiden Hasen isoliert werden. Statt Argininnitrat er-
hielten wir einen Sirup, der nicht zum Krystallisieren zu bringen
war und beim Erhitzen mit Kupfercarbonat nicht eine blaue,
sondern nur eine schwach grun gefarbte LOosung gab: enthielt
dieser Sirup also Arginin, so konnte letzteres doch .jedenfalls
nur in sehr Kkleiner Menge vorhanden sein. Aus dem Filtrat
vom Argininsilberniedersehlage konnten in bekannter Weise
Trigonellin und Cholin gewonnen werden.

Wahrend die oberirdischen Teile dieser Pflanzen kein
Arginin lieferten, konnte dagegen aus den Wurzeln unter Ein-
haltung des gleichen Verfahrens eine kleine Menge dieser Base
iIsoliert werden: die Ausbeute an Argininnitrat betrug jedoch
nur ca, 0,1 g Das daraus dargestellte Argininkupfernitrat
schmolz nach dem Umkrystéllisieren bei 114—110°. Das bei
Zerlegung der Kupferverbindung mittels Schwefelwasserstoff
erhaltene Nitrat gab die Argininreaktionen.

Zur Untersuchung auf Asparagin dienten die bei ca. HO
getrockneten Pisum-Pflanzen. Aus einem mit heillem Wasser
dargestellten Extrakt konnte nach bekanntem Verfahren mit
Hilfe von Mercurinitrat leicht Asparagin in betréachtlicher
Menge isoliert werden. Die Asparaginkrystalle wurden mit Hilf**
ihrer Reaktionen identifiziert; auch wurde eine Bestimmung
des Krystallwassers mit folgendem Resultat ausgefihrt:

0,1740 g Substanz verloren bei 100° 0,0211 g — 12.1'%
an tiewicht.

Die Theorie verlangt flr Asparagin einen Krystall\WWasser-
gehalt von 12,0°/0.

Der Mercurinitratniederschlag lieferte neben Asparagin
eine kleine Quantitat eines Produktes, das allem Anschein nach
Vernin (Guanosin) war. Dieses Produkt war anfangs gallert-
artig, wurde aber nach dem Wiederauflésen in Wasser kri-
stallinisch. Es glich nun im Aussehen dem Vernin: das daraus
dargestellte Pikrat besal das Aussehen des Verninpikrats und
schmolz fast gleichzeitig mit einer Kontrollprobe dieses Pikrats.
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Das negative Resultat, das wir bei rntersuehung der
Pisum-Pflanzen auf Arginin und Histidin erhielten, stellt in tlber-
r instimmung mit Beobachtungen, die in unserem Laboratorium
Hiher an zwei anderen Leguminosen, namlich an Trifolium
latense und Medieago sativa, gemacht worden sind. Aus
surigen, Uber dem Boden abgeschnittenen Bilanzen solcher Art,
-lie in frischem Zustande verarbeitet wurden, konnte weder
Arginin noch Histidin dargestellt werden.l)

Pflanzen solcher Art lieferten aber Arginin, nachdem
I\ mit den abgeschnittenen Stengeln in Wasser gesteckt.
J—8 Tage lang in einem verdunkelten Raume belassen worden
waren. Wahrend der Verdunkelung war also, ohne Zweifel
infolge des Zerfalls von ProteinstofTen, eine kleine Quantitét
von Arginin entstanden (wahrscheinlich hatte sich daneben auch
etwas Histidin gebildet). Diese Wahrnehmungen lassen es aber
als moglich erscheinen, dal das in den Vicia-Pflanzen Vor-
gefundene Arginin teilweise oder ganz erst wéahrend des Trock-
nens dieser Pflanzen sich gebildet hatte. Denn fias Trocknen
"ifolgte ohne Anwendung erhthter Temperatur in einem ver-
dunkelten Raume; es ist daher mdglich, daR in den zum
Trocknen hingelegten Pflanzen, so lange als dieselben noch
genligend Feuchtigkeit enthielten, die mit dem Leben verbun-
denen Vorgange, u. a. auch der Zerfall von ProteinstofTen.
I*»rtdauerten.2)

Mag nun aber diese Vermutung richtig sein oder nicht.
<» steht es doch jedenfalls fest, dal} die jungen Leguminosen-
pflanzen nur eine htchst geringe Menge von Arginin enthielten.
Insbesondere gilt dies fur die Pflanzen von Pisum sativum:

in Diese Zeitschritt, Bd. XL1X. S. 72 (Versuche.von A. Kiesel und
| andwirtschaftliche Jahrbtcher, Bd. XXXV. S. «65.

*) Man nimmt an, dal} die Bildung von Asparagin, Arginin usw
n den in einen verdunkelten Raum gebrachten Pflanzen kein patho-
ogischer Prozel3 ist. Denn die gleichen Stoffe kénnen ja auch in den
unter normalen Bedingungen sich entwickelnden Bilanzen entstehen; sie
konnen sich aber anh&ufen, wenn man die Pllar.zen in der oben an-
gegebenen Weise unter abnormen Bedingungen vegetieren lalit. Zu be-
merken ist noch, daB man zur Erreichung dieses Zieles die Bilanzen nicht
vollstandig vom Licht abzuschliel3en braucht.



nur aus den Wurzeln dieser Pflanzen konnte ein wenig Arginin
isoliert werden, wéhrend die oberirdischen Teile nichts lieferten
Audi die unreifen Samenhilsen der gleichen Pflanze enthielten
nur eine sehr Kkleine Menge der genannten Hase. Lalt sielt
nun aus diesen Wahrnehmungen auch nicht mit Sicherheit
schlielBen, dal? die den reifenden Samen aus den Ubrigen Pflanzen-
teilen zuflielende Argininmenge ganz unbedeutend war.l) <
erhoht sich doch durch dieselben ohne Zweifel die Wahrschein-
lichkeit der von uns ausgesprochenen Annahme, dal} bei Pisutn
sativum eine Bildung von Arginin in den Samen erfolgte. Findet
aber bei Pisum sativum ein solcher Vorgang statt, so ist c.
nicht unwahrscheinlich, dal? derselbe auch bei Vicia sativa
und Phaseolus vulgaris sich vollzieht; denn auch bei diesen
Pflanzen waren die unreifen Samen reicher an Arginin, aP
diejenigen Pflanzenteile, aus denen den Samen stickstoffhaltig»
StolRe zustromten.

Ruckblick auf die Ergebnisse der Untersuchungen uber die Protein-
bildung in reifenden Pflanzensamen.

A. Emmerling-) hat aus seinen Studien Uber die Eiweil3-
bildung in der Pflanze, fir die er Vicia Faba als Objekt be-
nutzte. die Schlul3folgerung abgeleitet, dal nichtproteinartige
organische Stickstoffverbindungen, deren Bildungsstétte vor-
zugsweise die Blatter sind, den reifenden Samen zugeleitet und
in diesen zur EiweiRsynthese verwendet werden. Diese Schlul3-
folgerung, fir die auch die Beobachtungen Zaleskis3) ein«
Stitze bilden, hat meines Wissens allgemeine Zustimmung ge-
funden. Emmerling schloR aus seinen Versuchen, dafll zu
jenen Stickstoffverbindungen neben Stoffen, die sich beim Er-
hitzen mit verdinnten Sauren gleich dem Asparagin verhalten.

» Auch aus Pflanzenteilen, deren Prozentgehalt an Arginin hochst
gering ist. kann den reifenden Samen innerhalb eines gewissen Z»it
raumes eine ansehnliche Menge dieser Base zufliehen, falls ihr Ubergang
in den Samen sehr rasch erfolgt.

*I Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. XXXIV. S. 1: Bd. MV
S. 2to.

) Berichte der I). Botanischen Gesellschaft. PK).». Bd. XXIII. S. 12»
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auch Aminosauren gehdren; doch stellte er nicht lest, welche
Glieder dieser Stoffgruppen vorhanden waren. Spéater hat
X. \\ assiliefll) gezeigt, dall aus unreifen Legiiminosensamen
Asparagin. Arginin, Histidin und Monoaminosduren (Phenyl-
alanin und eine wahrscheinlich mit Amihovaleriansiure iden-
tische Substanz) sich darstellen lassen2). Auch E. Schulze
und E. Winterstein (loc. eil.), sowie 1. Plenninger floe. cit.)
'naben in unreifen Leguminosensamen solche StickstolVverbin-
«lungen nachgewiesen.

In unserer ersten Mitteilung wurde darauf aufmerksam
gemacht, daR fur die Entscheidung der Frage, welche S(i<k-
-toffverbindungen in den reifenden Samen vorzugsweise als
Material fir die Proteinsynthese dienen, die bei Untersuchung
-nicher Samen erhaltenen Ergebnisse fur sich allein nicht von
grolRer Bedeutung sind. Denn es ist anziinelnnen, daf3 fur diese
"*hue Zweifel sehr rasch verlaufende Synthese manche der den
"amen aus den Ubrigen Pflanzenteilen zuflieBenden Stickstoll-
verbindungen sehr schnell, andere dagegen langsam oder auch
gar nicht verwendet werden. Der Best solcher Verbindungen.
*lcn man in den unreifen Samen neben Protein vorfindet, kann
also von dem diesen Samen aus anderen Pflanzenteilen-zu-
|IHeilenden Gemenge nicht proteinartiger Stickstoffverbindungen
in bezug auf seine Beschaffenheit weit abweichen. Es ist' aber
von Interesse, jenen Best mit dem den Samen zuflieRenden
"Moffgemenge zu. vergleichen. Uber die Zusammensetzung dieses
Stoffgemenges haben wir durch die Untersuchung nicht mil-
der wéhrend des Beifens der Samen als Beservestoffbehalter
dienenden Samenhiilsen, sondern auch der Blatter und Stengel
junger Leguminosenpflanzen Aufschluf3 erhalten. Es hat sich
gezeigt, dalR aus diesen Objekten das Asparagin in grofierer
Quantitat sich darstellen lieR3, als irgend eine andere nichtprotein-
artige Stickstoffverbindung. Die unreifen Samen enthielten
dagegen dieses Amid nur in sehr kleiner Menge: bei Phaseolus
vulgaris lieferte sogar die Untersuchung der unreifen Samen

") Journal fir experimentelle Landvvirtschalt j russisch), S. 31.
8) Auch aus den Samenhulsen hat Wassilieff einige Stoffe, solcher
A0 dargestellt.
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auf Asparagin ein negatives Resultat. Dieser Befund entspric h!
der Annahme, dal} in den reifenden Samen das Asparagin zm
Proteinbildung verwendet wird. Die gleiche Verwendung findet
dieses Amid ohne Zweifel auch in jungen Blattern. Wenn man
am Licht gewachsene Leguminosenkeimpflanzen untersucht.
lindet man, dal} die Stengel sehr reich an Asparagin sind, In
den jungen grinen Blattchen findet man dagegen nur weni?
von diesem Amid vor: man kann ferner leicht feststellen, dal
die Blattspreiten weit asparaginarmer sind, als die Blattstiele.!
L&kt man aber die Keimpflanzen bei Lichtabschlu3) vegetieren,
dann werden auch die jungen, in diesem Falle freilich nm
schwach entwickelten, Blattchen sehr asparaginreich. All
Beobachtungen sprechen also fiir die Annahme, dal’ eine rascli«
Verwendung des Asparagins fir die Proteinsynthese stattfindei

In den Keimpflanzen der Leguminosen finden sich neben
dem den jungen Blattern zuflieRenden Asparagin noch zahl-
reiche andere nichtproteinartige Stickstoffverbindungen vor, z. !
Leucin, Valin, Arginin, Histidin usw. Ihre Menge isl meisten-
nur gering; in der Regel fallt auf das Asparagin ein grof3em
Teil des Gesamtstickstoffs, als auf alle jene Verbindungen zu-
sammen. Neben den bis jetzt nachgewiesenen Stoffen solclu |
Art finden sich aber in den Keimpflanzen ohne Zweifel noch
andere Stickstoffverbindungen vor. deren Isolierung bis jetzt
nicht gelungen ist. Ganz ahnlich liegen die Verhaltnisse bei
den Samenhilsen, sowie bei den Blattern und Stengeln der
Leguminosen. Auch hier konnten neben Asparagin noch manche'
andere nichtproteinartige Stickstoffverbindungen nachgewiesen
werden, z. B. Leucin, Tyrosin, Arginin, Lysin. Histidin usw.
Die Quantitat dieser anderen Stickstoffverbindungen war jedoch
ohne Zweifel weit geringer, als diejenige des Asparagins. Au« h
hier waren aber neben den nachgewiesenen Verbindungen
solcher Art ohne Zweifel noch andere vorhanden, die sich
bisher dem Nachweis entzogen.

Bei den Leguminosen besitzt demnach ohne Zweifel da»
den reifenden Samen als Material fir die Proteinsynthese zu

M Nach Versuchen von E. Schulze und N Casloro. diese Zei
schuft. Bd. XXXVIII. S. 257: auch Wassilieff hat das Gleiche gefunden
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flif liende Gemenge nichtproteinartiger Stickstoffverbindurigen
in seiner Zusammensetzung groRe Ahnlichkeit mitv dem den
jungen Blattern aus den dbrigen Teilen der Keimpflanzen zu-
gefuhrten Stoffgemenge. Dies spricht fur die Annahme, dal}
il den reifenden Samen die Proteinsynthese in der gleichen
Weise verlauft, wie in den jungen Blattern. Wie aber der
Verlauf dieses Prozesses ist. wissen wir bis jetzt nicht.

In den unreifen Leguminosensamen finden sich neben
Proteinen kleine Mengen von Asparagin. Monoaminosauren,
Arginin.  Histidin usw. vor. Dies ist leicht erklarlich. Denn

ist anzunehmen, dall die Bildung von Proteinen auf Kosten
der aus den Samenhilsen, sowie aus den Blattern und Stengeln
den unreifen Samen zuflieBenden Stickstoffverbindungen eine
gewisse Zeit beansprucht und erst in der Reife der Samen
ihr Ende erreicht: untersucht man also die unreifen Samen
in irgend einem Zeitpunkte, so wird man in ihnen neben
Proteinen noch einen Rest jener Stickstoffverbindungen vor-
finden. Es war von Interesse, diesen Rest mit den dem
Nunen aus den Ubrigen Pflanzenteilen zuflieRenden Gemenge
nichtproteinartiger Stickstoffverbindungen zu vergleichen. Dabei
zeigte sich u. a., dal nur in den Samenhtlsen, nicht aber in
slen unreifen Samen, Tryptophan nachzuweisen war. Dies
8t sich erklaren, indem man annimmt, dafl das aus den
Hilsen in die reifenden Samen Ubergehende Tryptophan hier
‘'dir rasch fur die Proteinsynthese verwendet wurde und sich
infolge davon nicht mehr in einer fir den Nachweis genigen-
den Menge vorfand. Anderseits wurde gefunden. dal} die
unreifen Samen etwas Glutamin enthielten, wahrend dieses
Amid in den Samenhulsen, sowie in den Blattern und Stengeln
bis jetzt nicht nachgewiesen worden ist. Man kann dies durch
iie Annahme erklédren, daB in dem aus den wbrigen'Pflanzen-,
dien den reifenden Samen zuflielenden Stoffgemenge neben
Asparagin ein wenig Glutamin sich findet, daR letzteres aber
fur die Proteinsynthese langsamer, als das Asparagin. ver-
braucht wird und infolge davon sich in gewissem Grade an-
bauft. Ob man aber in der gleichen Weise den grofien LJnter-
sdiied erklaren kann, der in bezug auf den Arginingehalt
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/wischen den unreifen Samen und den Ubrigen Pflanzenteilen
sieh zeigte, mul3 als fraglich erklart werden: man scheint also
hier an eine synthetische Bildung des Arginins in den reifen-
den Samen denken zu missen. Wenn nun aber der Protein-
synthese die synthetische Bildung einzelner Bausteine des Pro-
teinmolekiils vorangeht, so ist der ganze Vorgang ein recht
verwickelter.

In unserer ersten Mitteilung (loc. cit.j haben wir es fir
sehr unwahrscheinlich erklart, dall der Verlauf der Protein-
svnthese in den.Pflanzen binnen kurzem aufgeklart werden
wirde: wir bezeichneten es als die néachstliegende Aufgabe,
das beziigliche Beobachtungsmaterial zu vermehren, um so nach
und nach eine fir den Aufbau einer Theorie geeignete Grund-
lage* zu gewinnen. DaR wir der Losung dieser Aufgabe naher
gekommen sind, darf wohl behauptet werden. Denn auf dir
von A. Kminerling offen gelassene Frage, welche einzelnen
StolRe den reifenden Samen aus den dbrigen Piianzenteilen zu-
[lieRen, kann jetzt eine Antwort gegeben werden, da bei den
Leguminosen nicht nur aus den als Keservestoffbehalter dienen-
den Samenhtlsen, sondern auch aus den Blattern und Stengeln
eine  Anzahl von nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen
Isoliert worden ist: freilich ist diese Antwort keine erschopfende,
da neben den aus jenen Piianzenteilen isolierten Stickstoffver-
bindungen ohne Zweifel noch andere vorhanden sind, die sich
bis jetzt dem Nachweis entzogen haben. Ferner besitzen wir
uber die in den unreifen Samen neben Proteinen sieh voi-
lindenden Stickstoffverbindungen Kenntnisse, aus denen gewisse
Schlul3folgerungen sich ableiten lassen. Auch diese Kenntnisse
sind aber noch luckenhaft. Fs mul} demgemadl’ fir mdglich
erklart werden, daB sowohl in den unreifen Samen, wie in den
ubrigen Piianzenteilen, neben den bis jetzt isolierten stickstol3-
haltigen StoRen andere sich vorlinden, die fir die Protein-

bildung von Bedeutung sind, bisher aber dem Nachweise sich
entzogen habeu.



