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         UBER DEN  PROTEINUMSATZ  IN DEN

                GRUNEN  BLATTERN

IV. DARSTELLUNG  DES  ASPARAGINS  UND  DES  LEUCINS

 AUS  DEN  ROBINIENBLATTERN  UNTER  VERSCHIEDENEN

                   BEDINGUNGEN

             YASUO  TAZAWA

BiTologisehes Laboratoi'ium  dci' 1;lakultd't der UQ'ssenschop,

          Ni･igata U>iiiicv'sita't, Ni･ig'ata

        (Eingegangen arn  9. Janttar, 1963)

 Die Art  und  Natur  der N-Bestandteilc in Robinienbla"ttern stehen

im  innigsten Zusammenhafig  mit  ibren Vegetations.zustiSnden, Bei

der Vergilbung  erleidet  das Blattprotein einen  ziernlich  gressen  
Ver-

lust, Diese  Verttnderung  ist ausnahmslos  auch  bei reifen  
Bltittern

im  
verhungerten

 Zustand  bemerkbar.  In den  Blttttern, welche  
aui

abgeschnittenen  Stengeln zur  Wasserkultur  
in

 
Dunkelheit                                       unter"

worfen
 sind,  tritt eine  starke  Anhliufung  des Asparagins  

auf
 
Kost.en

des Proteins hervor. Beim  tt,berlassen der frischen Blatter im

Toluolwasser  entsteht  das Leucin  als  ein  Abbaupredukt  
des

 
Blatt-

proteins, w2hrend  aber  dabei keine Amidbildung  stattfindet.  
Aus

dem  Autolysate  der Blatter lasst sich  eine  Pretease als  
Pulver

dar$tellen. Das  Enzym  greift die Gelatine optimal  bei pll6,9  
an,

In diesem  Prtiparat sind  noch  einige  Peptidasen  und  
Asparaginasc

als  Beiniischungen  enthalten.

   Schon frtih hat BoRoDiN  (1) durch rnikrochemische  Methode  bei vielen
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Allantoin entstehen  kann, Weiterhin wurde  es  von  ScHuLzE  (2) (1895)
dargetan, dass das Glutamin  in den  Bliittern von  Farnkrautern,  RUbe und

Kohlrabi an  Stelle des Asparagins  auftritt.  Die Glutaminbildung  in den
BIEttern der Helzpfianze wurde  nachher  von  DELEANe  (3) an  Iitis z)indera
nachgewiesen.  Auf  Gruncl dieser Tatsachen  hat ScHuLzE  (21 (1898-99) die
Ansicht  vertreten,  dass die hydrolytische Spaltung  des Proteins im  Pfianzen-
organismus  tatstichlich eine  unerltissliche  Vorbedingung fttr die Amidbildung
darbiete. Die diesbezliglichen Untersuchungen wurden  in neuerer  Zeit von

CIIIBNAI.L (4) bei Blattern von  Phaseo.lus 7nultzi77ortts,  und  von  YEbemc (5)
bei (}erstenbltittern weiter  durchgeftthrt, woraus  die Annahme  von  ScHuLzE
als  richtig  gefc)lgert wurde.

    Im  Anschluss an  den vorher  von  uns  (6) dargelegten Tatbesttinden habe
ich nun  die Versuche mit  Robinienbltittern angestelit,  um  damit  die oben

angefUhrten  N-StoffwechselvorgEinge iin Blatt ntiher  zu  studieren.  Die
Robinie <Robi,iia f)seudacacia) ist eine  Pfianze, welche  in hiesiger Gegend
am  ttppigsten auswachst  und  derenthalben uns  jahraus ein  gutes Versuchs-
objekt  darstellt.

                      MATERIAL  UND  METHODE

Aiormales 131att

    In den  Blattknospen, welche  am  Ende  April auszusprossen  anfangen,

ist das Chloroplast noch  nicht  ausgebildet.  Dann  vergrtinen  die entwickelten
Blatter im  Licht, aber  sie sind  frei von  Sttirkek6rnern bis zum  Stadiurri,
wo  die Bltitezeit beeiidet ist. Diese BItitter werden  als  

,,
 Junge ,,

 genannt.
Erst in der Mitte Juni wird  die Assimilationssttirke im Chloroplast deutlich

gemacht,  und  solcher  Zustand  dauert bis zum  Anfang  Oktober. Die Bltitter
werden  als  

,,
 Reife ,,

 bezeichnet. Im  spateren  Herbst werden  die Blatter
unter  I)egeneration des Chloroplastes vergilbt  und  abfallen.  Diese BIEtter
werden  als  ,,  Alte ,,

 benannt. Hierbei fragt es  sich.  was  fUr eine  Veritnde-
rung  in den  N-Bestandteilen damit  herbeigeftihrt werde.  Urn  einen  Auf-
schluss  dieser Frage zu  geben,  habe ich die N-Verteilung im  Blatt von

verschiedenen  Vegetationsstadien in folgender Weise gemessen,

    Gesamt-N  10-15m.a Blattpulver, getrocknet bei 105", wurden  zur

Mikro-N-Bestimmung nach  KJELDAHL-PREGL  (6) herangezogen,

   Mchrprot.-N-O-50g  frischer Blatter wurden  z"Teimal  mit  300ml

heissem Wa$ser ausgezogen.  Der Extrakt wurde  unter  vermindertern

Druck  verdarr]pft,  und  der abgeschiedene  Fti11ungskOrper wurde  entfernt.'

Das  Konzentrat  wurde  mit  Wasehwasser  vereinigt,  und  das gesamte
Velumen  der L6sung  wurde  auf  10-15ml  gebracht. An  O.1-O.Lt fnl  dieser

Probe wurde  der Gesamt-N  wie  oben  bestimmt,  und  dessen Wert  wurde

els  Nichtprot.-N angegeben.

   ,1"2ino-N  -1.0-2.0ml der Probe wurden  zur  Amino-N-Bestimmung
nach  vAN  SLyKE (6) herangestellt.



The Japanese Society of Plant Physiologists

NII-Electronic Library Service

The  JapaneseSociety  ofPlant  Physiologists

                PROTEI}g  L/'MSATZ  iN  BL.4.TTERN  lxi //c][-.

                                           t .s
   .'!･vfiicl-A' --l)er Ani'ld-N "rurde  nacln  SAcHs:.E C6'1] geniessen. 1.0ms

Ansatz  ",Lircle mit  L' i,tg 5 JN' IIL･SOi hydrol},$iert, und  dasdabei  entstandene

Ammoniak  wurde  durch  Titrationsinethode bestinimt.

   P7'otei,'tg'c'halt--Die M,rerte xron  Gesamt-N  mini{s  Nichtprot,-N wui'den

als  Prot.-N angegeben.  Die Zahlen von  Prot,-Nx6,25  wurden  als  Protein-

gehalt ini. Blatt angegcben.

Irei'1iungei'teb' Blatt

   Die mit  BIEtttern besetzten Zweige  wurden  von  den  Biiunnen abgctrennt,,
mit  dem  unteren  Enden  in dest. Wasser  getaucht und  so  kn  dunklen

Raum  belassen. Nach  bestimmter Kulturdauer  wurden  die BIEItter abge-

pflttckt und  im Trockenschrank  bei 60" getrocknet, 15-20g  des Blatt-
mater'ials  w･urden  init  ]ieissem "'asser extrahiert,  und  der A.uszug vx-,urcle

zum  bestimmten Volumen  eingeengt,  An  den Prol)en des Konzentrates

wurde  die N-Vert.eiLung w･ie  iiblich l]estimmt, I)ie "'rerte von  I'rot,-N-

                         TABELLE  I

     ,Jaht'{.'s,･;-  {/i!XicAe  l･"ei'iZ'sztt7,ri'ung det' AI-BesttJndtei.1.c iitt l;'l[tUsieTt'ebe z'vii

                      Rebinia pseudacae{a

                                    Nichtprot,-N
                                                     Prutei ,i -

 i)ai7.r,kQf,S,Bs'8rtnten?iLng 
((')':iSg'ilstl;i'

 
"lg'6E.it'.`lii:'`Pi.O,iY-6ttfi'-B'll'///mi,..'

 Ehl.il;iL//,eltt,
 GrUnes  Blatt:

   d. 24, April 7.00 11,81  l.'iT8 ],07 36.3ti

   d, 2L), }.Cai 6.29 9.72 1,:',8 l,59 3:l.2F.

   d. 20. Juni 4.33  4.4() O.92 O.4fl 2d.31

   cl. 1(). Jttli 4.e2  4.P9  (),6F O,,r.O 24,21i

  d. 20. August  ,l.Cic)  3.05 f).5{ O.:;7 23,-6

   d. L<]. Ol{t-obc-r :1,,t'),1･ 3.37  {,,.S2 C}.:l2 2Z,i,t}

   d. 2, November  3.54 :3.i)O ",[/･{) 0,,1{) ]8.fi9

 Vergilbtes Blutt;
                                                       13,19  d, 2. NoK,eillber Lt.:'Jl ･I,{)U {LS,[L, f).42

.-u-tt..t. .. .. ....t.....t.t....-.. . . ... . ..... .........                                                     t ttt

AbnahiTje in Pr()zentc"'i vcnr]  (les/anit'prot.-1}{ v},uirdie-n als  Proteolysc"i'jg''rad
angegoben.

   Zu.r ClevTri, iinung  dp.s Aspar'ugin$ ",urd-:v[  je. ii'/. eivTeiii X,' e.rsuche  et"ia  IOOg

lufttrocknei' Rltitter mit  heisseni. "･ras:-･er n.usg,ezo.o.re]].

.'1?ttoll'sic'i'/f's iila/1

   7) ,g. der h'iselK'n l')Iii"tn' 
'vt)En

 I'eFtin 
'li
 i/1,,'gi 

'X･XJ':k'listumL,st':"'l
 
'lui'n

 'x','Lc,'fi-,"iii't

ll)Om!  Toluoliwassur verst･tz(, t.L"tl bei :}･u'' ;U)e].iussc･n. Ni!c'i'i 
's'L':/`{'IEiv{'lt'm'fi

Versuehsduuern xvLu'de  di(' Au"-'eh"'cinLnung ;:hseprc'ssl.  lincl  dc']' l,tiE･d･./.1;mc!

v"Lirde  ini't hetsseni VVasser extrahiert',  1)er ."iuszug "'tn'cle  im/. X,'uKuL"![

                                             ILi','L･j',iiu,/' ,s, .ii,;..J.1+.
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eingeengt  und  filtriert. Das  Filtrat wurde  mit  Waschwasser  vereinigt,  und

das gesammte  Volurnen der L6$ung wurde  auf  etwa  15fnl  gebracht, An
diesen Proben wurde  die N-Verteilung in ttblicher Weise  bestimmt,  und

der Proteolysengrad  wurde  ergeben.

   Zur  Darstellung des Leucins  und  der Protease wurden  die frischen

Blatter im grossen verwendet.

ERGEBNISSE

Jahres."Heitlt]crhe Ve}-dinderung' der ALBestandteile ift den Robinienbltittern

   Wie  aus  Tab, I hervorgeht, vermindert  das Protein des Blattes stetig

im  Verlaufe des Lebensvorganges, was  sich  auf  die Alterung  des Blattes

zu  beziehen erscheint.

i･leiAhtf7zgerztns.,sTt･ersz{cliE'

   Pf'oteolyse77grdtd im emcisierten  Blatt---Wie  man  aus  Tab. II ersieht,

wird  das Blattprotein im  verhungerten  Zustande unter  Zunahme  von

Amino-N  und  Arnid-N aufgespalten.

                     TABELLE  II

Proteolo'sen.o'rad der  z'erkttng'erten  b'la"tler won  Robinia pseudacacia

-Art

 cles Blattes:
  Datum  der
  Sammlung

Kultur- Gesamt-N
dauer  (%  des
(Tag) fr. BL)

   Nichtprot,-N
Cm.u. pre 1.g tr. Bl.)

Gesamt-
   N

Amino-
  N

Amid-
  N

Proteo-lysen-

 grad

 (%)

Junges Blatt:
 d. 6-12.  Mai

Reifes Blatt:
 d. Zl-27.  Juni

Reifes Blatt;

 d. 21-27.  Juli

o36

o36

o36

5,855,695,79

4,714,604.80

4,40

7.3811,9013,35

6.018,3411.60

4.268,138.34

LO71.S93.78

1.361,903.49

O,662,122.49

1.031,972.51

1,202.332.45

O.541,962.00

IL912.9

 -

 8,310,O

 9,510,3

   Darstellung des tlspara.ains  aus  i,erhungerten  Bin'ttern Die Blatter

wurden  auf  abgeschnittenen  Stengeln mit  dest, Wasser  unter  Abschluss

des Lichtes eine  Woche  lang kultiviert. 100g  des lufttrocknen Blattmaterials

wurden  mit  heissem Wasser  ausgezogen.  Der  Extrakt  wurde  unter

vermindertem  Druck eingeengt,  und  der dabei entstandene  Fallungskarper

wurde  entfernt.  Die filtrierte Lbsung  wurde  mit  Alkohol bis zur  schwachen

NII-Electronic  Mbrary  
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Tr[ibung  zugesetzt,  und  die FIoekung  "･'urde  abgetrennt,  Die alkoholische

Lits.ung wurde  einge.engt  und  ivrt Rettrigtt･rator (ibergelassen.  "J'erin das

Asparagin in reichlicher  )(enge v･orl}Ige, liess es  sich  Ieicht durch  diese

Behandlung  auskrystallisie:ten,  lrn Falle eines  geringfiigigen Gehaltes an

Asparagin  v･erhielt  sich  aber  dies'e SubstELnz sch'"ier  ]trystallisierbar. Dabci
wurde  die L6sung  durch  "Teiteren  Zu$atz des AlkDhols  ausgelaugt,  womit

das rohe  Material als weisses  Pulver abge-

schieden  wurde.  Es wurde  auf  Tonp]atte

getrocknet,  und  durch UmfEillung aus

verdtinntem  Alkohol  gereinig.t. 
iile.im

Versuche  mit  natiirlichen  Biattern voll

verschiedenen  Entwicklungsstadien  hat es

sich  ergeben.  dass dabei ausser  einen:

syrup6sen  RUckstanci keine Krystallisation
des Asparagins  erzi'elt  werdcn,  Aus  v･er-

hungerten  Bltittern liess cs  sich  aber  in

einer  }v{enge von  O.2-1.0 >](･: (lcs lufttrocknen

Materials gewinnen.  Beirn jungen Blatt

betrug die Ausbeute  vie]  gr6sser als  beim
alten.  Durch  IJnikrystallisieiJung au$

heissem V,fassci.r v,Turcle  clas Asparagin  in

schOner  Krystallfortn (Fig. 1) dargestellt,

   t'lnalLvtischc/,Ergebnisse

Sbst. : ･{.05 inl  AV70  H!S04, O.81 fng  N. fl･?nino-

1.507nl N2(150, 762mm  Hg),  O.88875}?tg N.
Sbst,: 4.97ml  N]'70 H2SOd, O,994fng N.

   FUr Asparagin Gesamt-N
                             (%)
   CiHsNL,OstHL,O Ber. .,,.,,..,18.67

                  Gef. .........18.84

Auto(>,se der Blditler

   Proteolysangi'ad Wie  aus  Tab.
tein einer  Se]bstdigestion, wobei  eine

stattfindet, aber  keine Ainidbildung

   Da,rsiellwn.o' des Lezicins---3k.o' der
am  10. Juli, welche  zu  71.4sr
100ml  Ather  und  51 Toluolwasser versetzt

stehengelassen,  Nach  9 Tagen  wurde  die

und  der Riickstand w･urde  unter  Zus.",tz

Woche  zur  Selbstverdauung unterworfen,

ausgepresst.  Die vereinigten  irN.usz[Lge,

ten, wurden  unter  verminderteni  Drucl{ bei
350 ml  eingeengt,  wobei  sich  ein

                 
'Fjg.

 1. Asparagin  aus  ver-

                 hungertem Blatt 'i'on Robinia

                 1}s{/'ttaTac.'ttciti.

des Aspa7'agins-----Gesantt-N (KJELDAHL) ･-･4.3 mg

               N  (vAN SLyKE)･･･9,6 ?ng  Sbst, :

                Anzid-N (SAcHssE)･:･10.6?ng

Amino-N
  (.oo!)
  9.34

  9.21

Arnid-N
 (%)
 9.34

 9.38

     III ersichtlich,  unterliegt  das Blattpro-
       deutLiche Zunahme  von  Amino-N
    hervortritt.

       frischen reifen  Bltitter, entnornmen

Trockensubstanz entsprachen,  wurden  mit

           ,
 und  bei Zimmertemperatur

           Aufschwemmung  abgepresst,

          von  21 Toluolwasser' noch  eine

           Danach  wurde  das Autolysat
       welche  zu  Gesaixit-Vol. 7l  erreich-

            Badternp, 600 bis auf  etwa

 gallertartiger Niederschlag  abschied,  Das

Litet'atur S,lllll12
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Filtrat wurde  mit  500 mZ  Athylalkohol zugesetzt,  und  der dabei entstandene
FEillungsk6rper wurde  entfernt,  Die alkoholische  L6sung  wurde  bis auf

leOvtl eingeengt,  und  durch weiteren  Zu$atz  des Alkohols  von  einer  Sch-

                          TABELLE  III

      I'roteol"'sengrad der  ataot:ysierten  Blditter T,on  Robinia pseudacacia

Art  des Blattes:
   Daturn  :

  N-Gehalt
(Pdi- des tr. BI.)

Autolysen-
  dauer
  (Tag)

  Nichtprot.-N
(mg pre  lg  tr. BL)

Gesamt-
  N

Amino-
  N

Amid-
 N

Proteelysen-
   grad
   (%)

Junges  Blatt:

 d, 8, Mai:

   6,OO

,lunges BIatt:
 d. 29. Mai:

   5,2e

Reifes Blatt:

 d. 24. ,T u  li :
   4.46

o248

o248

o248

6,OO8.009,309,72

6,Ol6.44Z147.87

2.783,774.134,20

2,103,293.343.85

1,512.292,292.43

O.47O.68O,991,OO

1.301.771,511.79

le201.371,24l.28

O.4SO.66O.68O.64

3.76.16,9

2,43,85.6

2.43.13,3

Fig. 2, Leucin  aus  autolysier-

tem  Blatt  von  Robi7iici pseudtz-
facliz.

womit  sich  das Leucin  als

2f?'2-275a. Ausbeute an  
'

 Nadelkrystalle
relnern

miere  befreit. Die fi]trierte Flttssigkeit
wurde  verdampft,  und  der zurlickgebliebene
Syrup wurde  in 200ml  Methylalkohol
aufgel6st,  Diese L6sung  wurde  mit

gleichem  Volumen  des Athylalkohols
versetzt,  und  die abgeschiedene  Flockung
wurde  entfernt.  Die abfiltrierte  alkoholische

Lasung  wurde  mit'  400 ml  Ather zugesetzt,

dann  liess sich  eln  w･eisses  Pulver abfallen.

Es wurde  auf  Filter gesammelt  und  durch
Behandlung mit  Alkohol  ausgelaugt.

Dadurch  wurde  das rohe  Leucin  in einer

Ausbeute  von  1.6sr gewonnen.  Es  lieferte

positive Aminosl-iurereaktionen mit  Kup-
fercarbonatoderNinhydrin.  ZurReinigung

w-rde  es  aus  70%  Alkohol umkrystallisiert,

        (Fig. 2) darstellen liess. Schmp,
Prtiparat betrug etwa  O.6g.
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   .,liial.vtische Er'gebnisse des Leucins----Gesa]nt-AJ' (KJELDAiiL)･･･7,5nJ.o,'
Sl/'s/t: .1.00  inl  A',i70 H.･SO-  ().80m.o' N. iNiJL,-A]  (vilN SLyKE)･･･6,Oin,gr Sbst. :
1.l() ml  N:･ :20', 76C)Jn"t Hg),  O.62to9ing N, C,J()()H-A] (GRAsspt･:ANli)･･･lliOii'isf
Si,)･s,t.: .-1.0C>  iitg A'ii40 KOH,  1.4175 vng  N,

   F[ir Leticin Gesamt-N  NH.-N  COOH-N

                             (.Q./) (.Obf) {'%>
   CoH=･NO:･ Ber. ...,,.,,...,...10.69 10.69 10.69
                Gef, .,..,..,,.,..,.10.66 10.43 /lo.9u

I)'arste!lun.or. dei' J'i'otease

    f"i'otease azts  C]/llo7'oplastensubstan".'･ (Pi-de'p,-J) Zur Darstellung des
Chloroplastenmaterials wurden  die frischen Blatter zerkleinert,  und  mittelst

eines  Koliertuchs abgepresst.  Der  Rttckstand wurde  mehrmals  unter

erneutem  Zusatz  de$ VKrassers ausgeschttttert  und  koliert. Der  Presssal't
",urde  7.entrifugiert,  wobei  sich  das ChlorQplast mit  wenig  Zellwaridsplittern
ais  Bodensatz abschied.  Das  Material wurde  im Exsikkator  ilber Schwefe]-
siltwe  getrecknet. ･i5g'  dieses Griinsatzes wurden  in 300  jnl  verd.  Ammoniak-
wasser  (pH 8.4-7.Ll verteilt,  und  unter  Toluolzusatz t3 Tage Iang 1)c･i
Zimniertemperatur digeriert. Danach wurde  die Aufschs-'eamnung  durch
]nehrmaliges  Wiederholen dieses Verfahrens zur  Ersch6pfung  extrahiert,

1.bt' cler  vereinigten  Auszttge wurden  ini 
'V'akuum

 bei 40" bis auf  etu,a

100 7nZ  eingeengt.  und  der Fti11ungskOrper wurde  abgetrennt,  IJ}ie L6sung
wurde  unter,m  Zusatz von  Toluol im Cellophanmembran gegen LeitLmgs-
wasser  dialysiert. Die filtrierte Innen-FIiissigkeit "rurde  im Exsikkato]'
iiber Schwefelsiiure getrocknet. Ein  braungeftirbtes Pulver wurde  in der
Ausbeute  von  O.9pa gewonnen.  Cesamt-N(KJELDAHL)t･･177izAr Sbst, (11uft-
trocken)  : 5907nl AV70 H2,SOi, 1.18mg  N, 6.949oi N.

   Protease aus  f?ollcmt  Blattgewebe (Prop.-Jl')--- ･200g des lufttrocL<nen
Blattmaterials wurden  u-ter  Verteilung  in 4l  Toluolwasser eine  Woche
lanLff. bei Ziminertemperatur  iiber]assen. Das  Auto]ysad/ wurde.  a.bgepressli,

der RUckstand  NsTurde  "riederum  durch dieses Verfahren ausgezogen.  Der
Extrakt  wurde  bei 4(): bis auf  30 "tl eingeengt,  wobei  sich  ein Niederschla.g,
in l]etri,ichtlicher Menge  abschied.  Das  abfiltrierte  Konzentrat  wurde  wie

beini ?r5p.-I dialysiert und  zur  Trockenheit  gebracht. Ausbcute  betrug
O.2sf. Gesaillt-AJ (KJELDixHL)･･･5fn-g Sbst, (lufttrocken) : 1.tjOinl IN)!70 H:SO.L,
l),:s Tii.g･ N, 6,oO.% N.

   fSestinuuttng clc.r  Iabinyimaktiuitdil---In 1 ･iitl Ansatz sind  10msr Enzyni
und  verschiedene  Menge  der Substrate nebst  Salzmischungen als Puffer
ecler Aktivator enthalten.  Toluor a]s  Antiseptikum,  Temp, :30'i. Ein"'ir-
kungsdauer  L'4 Std. Die COOH-Zunahme  wurde  durch Titrationsmethocle
bestinimt. DieErgebnisse sind  in Tab. IV zusammengestellt.  Diespezifisclie
AktivitEt dcr proteorytischen Wirkung, d. i. [P. E.]Nma, welche  aus  dem
Wei't (ler  Gelatinespaltung (in Tab. IV) nach  der Angabe  von  uns  tfi)
umf,Tere:hnet  wurde,  crgab  bei PrEip.-I 1,06, und  bei PrE{p,-II 1,10,

IFilvi'atiti' ,SL  JII'J)//
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                      TABELLE  IV

Proteolyrtische i{Lktix,itdit  der azts  RobinienbldiXtern dargestellten Protease

  Substrat :
Menge  in 1mn
   Ansatz

 Zusatz  als

   Puffer
ed,  Aktivator:
mOf  pre  1 ml
   Ansatz

pH  clerL6sung

 COOH-Zunahme
durch Einw.  von

10mg  Enzym  nach

    40 Std
(ml O,025 N  KOH)

Prtip.--I Prap,-II

Gelatine: 60mg

   n

   n

   rt

   tr

   fr

   !e

   nPepton-Witte:

 50m.e'

     f't

L-Leucylglycylglycin:  O.05fn'i,f'

L-Leucylglycin:  O,05mlL4

Benzoylg]ycylglycin:  O,e5mM

L-Asparagin:  O,05' mM

HCI:  O,10

    O.05

    O,02

NH40H:

  HCN:

  IICN:

NH40H:

NHPH:
NH,OH:

  HCN:

NHPH:

O,025O.05e,loO,Ol

O.OlO,05O.10O.200.01O.05

  2.63,6`4,O4,44,66.0--6.27.0-.6.67.8-7,O8.8-7,66.0..-6.46,4-6.06.4r6,O'1,U.".6,67,8-7,4

  5.07.2T6.6

o,ooO,601,OO2.201,901,401,OO2.001.101.20O,45o.ooo,eoO,70o,ooO,50O,802.00L601,OOU,902.00L251.201.101.eoe.ooLIO

                     SCHLUSSBETRACHTUNG

   Der Proteingehalt im  Robinienblatt ist aufs  engste  mit  seinem  Entwick-

gungsstadium verbunden,  so  dass dessen Werte vom  jungen Blatt bis zum

alten  zwischen  36-13.0o! schwanken.  In dem  keimenden  Blatt ifberwiegt ein

Streckungswachstum,  und  infolgedessen zweifelsohne  ist das Verhtiltnis

des plasmatischen Inlialtes zu  Cellulosewand  nach  und  nach  verkleinert.

Das ist der Grund fifr die Proteinabnahme  in den jungen BIEttern. Aber

cl:ies ist nicht  der Fall bei den  alten  BIEttern. gierbei scheint  es  sich  allem

Anscheine  nach  um  eine  echte  Proteolyse zu  handeln. Im  Anschluss daran

sei die Angabe  von  VicKERy e.t al, (7) zu  erwlihnen.  Diese Autoren  haben

mittels  der  i5N-Isotopentechnik  bei Tabakblattern darauf hingewiesen, dass

das Blattprotein auch  irn normalen  Zustande  standig  einer  Spaltung  zu

unterliegen  bestimmt  sei. Von  diesem Gesichtspunkte aus  k6nnte man

wohl  die von  BoRoDiN  und  ScHuLzE dargelegten Tatsachen  auf  richtigem

Grundlage  vollwiirdigen.

   Bei Erwtigung  dieser Umsttinde  habe ich die Verhungerungsversuche

mit  Robinienblatt ausgeflihrt.  Dabei  hat es  sich  ergeben,  dass das Protein

der Blatter von  verschiedenem  Wachstumsstadium  bei 6-tagiger Excisition

mit  dem  Spaltungsgrad ven  10-13%  aufgespalten  wird.  Ausserdem  ver-

mehrten  sich  der Amino-N  und  Amid-N  beiderlei, und  das Asparagin wurde



The Japanese Society of Plant Physiologists

NII-Electronic Library Service

The  JapaneseSociety  ofPlant  Physiologists

                 PROTEINUMSATZ  IN  BL,･ITTERN  IV  111

als  ein  Umwandlungsprodukt  gewonnen,  Um  diesen Vorgang auf  enzymo-

logischem Wege  zu  verfolgen,  habe  ich dann  die im  Blattgewebe  hervor-

gehende  Autoly$e  zum  nEihereii  Studium  herangezogen,  Die Versuche

ergaben,  dass das Blattprotein inehr  oder  minder  einer  Selbstverdauung

anheimfEillt.  ZahlenmEissig angegeben,  wurde  der Spaltungsgrad  auf  6.9-3.3.0io,
niedriger  gemtiss der Alterung  des Blattes geschtitzt, Die Amino-N-
Zunahme  war  deutlich, wlihrend  keine Anhliufung  des Amides  beobachtet

wurde,  Als ein  Abbauprodukt liess sich  das Leucin in Nadelkrystallen
erhalten,

   Aus  den  oben  angefiihrten  Tatsachen  geht es  klar hervor, dass mindes-
tens die eigentliche  Proteolyse im  Blatt sowohl  in ･vi･vo als  auch  in z,itro

vonstatten  geht.  In Anbetracht dessen habe ich die Chloroplastensubstanz
einerseits  und  das volle  Blattgewebe andererseits  zur  Selbstdigestion unter-

worfen,  um  damit  eine  Proteinase darzustellen. Aus  den  bciden Autolysaten

wurde  jeein Enzymprliparat  in trocknem  Zustand  gewonnen.  Das  Enzym

griff die Gelatine optimal  bei pH  6,e an, und  spaltete  auch  das  Pepton-

Witte, wtihrend  diese Vtrirkungen in Gegenwart cles Cyanhydrins gar nicht

gesteigert wurden.  I)ie Versuche mit  Polypeptiden  und  Asparagin ergaben,
dass diese Enzymprttparate noch  nicht  ganz  frei von  Leucy]peptidasen  und

Asparaginase $ind,
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