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Die Art und Natur der N-Bestandteile in Robinienblittern stehen
im innigsten Zusammenhang mit ihren Vegetationszustinden. Bei
der Vergilbung erleidet das Blattprotein einen ziemlich grossen Ver-
lust. Diese Verinderung ist ausnahmslos auch bei reifen Bldttern
im verhungerten Zustand bemerkbar. In den Bldttern, welche auf
abgeschnittenen Stengeln zur Wasserkultur in Dunkelheit unter-
worfen sind, tritt eine starke Anhiufung des Asparagins auf Kosten
des Proteins hervor. Beim Uberlassen der frischen Bldtter im
Toluolwasser entsteht das Leucin als ein Abbauprodukt des Blatt-
proteins, wihrend aber dabei keine Amidbildung stattfindet. Aus
dem Autolysate der Blidtter ldsst sich eine Protease als Pulver
darstellen. Das Enzym greift die Gelatine optimal bei pH6.0 an.
In diesem Priparat sind noch einige Peptidasen und Asparaginase
als Beimischungen enthalten.

Schon friih hat Boropin (7) durch mikrochemische Methode bei vielen
Holzgewidchsen wie Tilia parvifolia, Syringa vulgaris, Sorbus aucuparia,
Populus tremula und Quercus pedunculata nachgewiesen, dass die Blattknos-
pen besonders dann sehr reich an Asparagin werden, wenn sie sich auf
abgeschnittenen Zweigen mit Wasser kultivieren lassen. SCHULZE und
BossuarD (2) (1885) haben unter Verwendung der mit Quecksilbernitrat
durchgefiithrten Fillungsmethode bei den Pflanzen wie Platanus orientalis,
Acer pseudoplatanus, Acer campestre, Betula alba, Fagus silvatica, Tilia
parvifolia, Populus nigra und Vitis vinifera die Versuche von BoropIN
wiederholt und beobachtet, dass dabei ausser dem Asparagin auch das
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Allantoin entstehen kann. Weiterhin wurde es von SchuLze (2) (1895)
dargetan, dass das Glutamin in den Blédttern von Farnkridutern, Riibe und
Kohlrabi an Stelle des Asparagins auftritt. Die Glutaminbildung in den
Bldttern der Holzpflanze wurde nachher von DeLEANO (8) an Vitis vinifera
nachgewiesen. Auf Grund dieser Tatsachen hat ScrurLze (2) (1898-99) die
Ansicht vertreten, dass die hydrolytische Spaltung des Proteins im Pflanzen-
organismus tatsichlich eine unerldssliche Vorbedingung fiir die Amidbildung
darbiete. Die diesbeziiglichen Untersuchungen wurden in neuerer Zeit von
CHiBNALL (4) bei Bladttern von Phaseolus multiflorus, und von YEMM (5)
bei Gerstenbldttern weiter durchgefiihrt, woraus die Annahme von SCHULZE
als richtig gefolgert wurde.

Im Anschluss an den vorher von uns (6) dargelegten Tatbesténden habe
ich nun die Versuche mit Robinienbldttern angestellt, um damit die oben
angefiihrten N-Stoffwechselvorgidnge im Blatt nidher zu studieren. Die
Robinie (Robinia pseudacacia) ist eine Pflanze, welche in hiesiger Gegend
am tUppigsten auswadchst und derenthalben uns jahraus ein gutes Versuchs-
objekt darstellt.

MATERIAL UND METHODE

Normales Blatt

In den Blattknospen, welche am Ende April auszusprossen anfangen,
ist das Chloroplast noch nicht ausgebildet. Dann vergriinen die entwickelten
Blidtter im Licht, aber sie sind frei von Stirkekérnern bis zum Stadium,
wo die Bliitezeit beendet ist. Diese Bldtter werden als ,, Junge ., genannt.
Erst in der Mitte Juni wird die Assimilationsstirke im Chloroplast deutlich
gemacht, und solcher Zustand dauert bis zum Anfang Oktober. Die Blitter
werden als ,, Reife ., bezeichnet. Im spiteren Herbst werden die Blétter
unter Degeneration des Chloroplastes vergilbt und abfallen. Diese Blétter
werden als ,, Alte ,, benannt. Hierbei fragt es sich, was fiir eine Verdnde-
rung in den N-Bestandteilen damit herbeigefiihrt werde. Um einen Auf-
schluss dieser Frage zu geben, habe ich die N-Verteilung im Blatt von
verschiedenen Vegetationsstadien in folgender Weise gemessen.

Gesami-N——-10-15mg Blattpulver, getrocknet bei 105°, wurden zur
Mikro-N-Bestimmung nach KJELDAHL-PREGL (6) herangezogen.

Nichtprot.-N——-40-50 g frischer Bldtter wurden zweimal mit 300 m/
heissem Wasser ausgezogen. Der Extrakt wurde unter vermindertem
Druck verdampft, und der abgeschiedene Fillungskérper wurde entfernt.-
Das Konzentrat wurde mit Waschwasser vereinigt, und das gesamte
Volumen der Losung wurde auf 10-15m/ gebracht. An 0.1-0.2m/ dieser
Probe wurde der Gesamt-N wie oben bestimmt, und dessen Wert wurde
als Nichtprot.-N angegeben.

Amino-N—-1.0-2.0ml der Probe wurden zur Amino-N-Bestimmung

nach VAN SLYKE (6) herangestellt.
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PROTEINUMSATZ IN BLATTERN IV

Amid-N——Der Amid-N wurde nach Sacusse (6) gemessen. 1.0l
Ansatz wurde mit 2, 5\ H.SO, hydrolysiert, und das dabei entstandene
Ammoniak wurde durch Titrationsmethode bestimmt.

Proteingehali——Die Werte von Gesamt-N sminus Nichtprot.-N wurden
als Prot.-N angegeben. Die Zahlen von Prot.-N x6.25 wurden als Protein-
gehalt im Blatt angegeben.

Verhungertes Blati

Die mit Blittern besetzten Zweige wurden von den Biumen abgetrennt,
mit dem unteren Enden in dest. Wasser getaucht und so im dunklen
Raum belassen. Nach bestimmter Kulturdauer wurden die Bldtter abge-
pfliickt und im Trockenschrank bei 60° getrocknet. 15-20g¢ des Blatt-
materials wurden mit heissem Wasser extrahiert, und der Auszug wurde
zum bestimmten Volumen eingeengt. An den Proben des Konzentrates
wurde die N-Verteilung wie iiblich bestimmt. Die Werte von Prot.-N-

TABELLE I

Jahreszeitliche Verdnderung der N-Besiandiedle im Dlailgewele von
Robinia pseudacacia

Nichtprot.—N

TIannd s
Protein-

Art des Blattes: E};sgrenst;lla\l *mﬁ(iugp ro}jg»tﬁri%lihi gehalt

Datum der Sammlung °BL)  Gesamt- Amino-  Amid- (20 ¢
N N N tr. Bl

Griines Blatt:

d. 24. April 7.00 11.81 1.78 1.07 36.38

d. 22. Mai 6.29 9.72 1.38 1.59 33.25

d. 20. Juni 4.33 4.40 0.92 0.43 24.31

d. 10. Juli 4,32 4,39 0.69 0.50 24,25

d. 20. August 4.00 3.05 0.51 0.37 23.06

d. 20. Oktober 3.94 3.37 0.52 0.32 22.00

d. 2. November 3.34 3.50 0.50 0.40 18.69
Vergilbtes Blatt:

d. 2. November 2.51

4.00 0.55 0.42 13.19

Abnahme in Prozenten vomn Gesamtprot.-N wurden als Proteolysengrad
angegeben.

Zur Gewinnung des Asparagins wurden je in einem Versuche etwa 100 g
lufttrockner Blitter mit heissem Wasser ausgezogen.

Autolysieries 3latt

70 g der frischen Blitter vom Festimmiten Waehstumestadium wovden mit
100wl "Poluolwasser  verselzl undd bel 507 diberlassen.  Nach verschiedenen
Versuchsdauern wurde die Aufschwemmung abgepresst. und der Richstand
vurde mit heissem Wasser extrahiert.  Der Auszug wurde im Vakuwn
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eingeengt und filtriert. Das Filtrat wurde mit Waschwasser vereinigt, und
das gesammte Volumen der Losung wurde auf etwa 15m/ gebracht. An
diesen Proben wurde die N-Verteilung in iiblicher Weise bestimmt, und

der Proteolysengrad wurde ergeben.
Zur Darstellung des Leucins und der Protease wurden die frischen

Bldtter im grossen verwendet.

ERGEBNISSE

Jahreszeitliche Verinderung der N-Bestandteile in den Robinienblittern

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.

Verhungerungsversuche

Proteolysengrad im excisierten Blatt——Wie man aus Tab. II ersieht,
wird das Blattprotein im verhungerten Zustande unter Zunahme von
Amino-N und Amid-N aufgespalten.

TABELLE 1II

Proteolysengrad der verhungerten Bldtter von Robinia pseudacacia

Nichtprot.-N

Art des Blattes: Kultur- Gesamt-N (mg pro 1 g tr. BL) Iiroteo-
Datum der dauer (9 des ysen-
Sammlung (Tag) tr. BL.)  Gesamt-  Amino- Amid- grad

N N N (%)

Junges Blatt:

d. 6—12. Mai 0 5.85 7.38 1.07 1.03 —_
3 5.69 11.90 1.89 1.97 11.9
6 5.79 13.35 3.78 2.51 12.9
Reifes Blatt:
d. 21—27. Juni 0 4.71 6.01 1.36 1.20 —
3 4.60 8.34 1.90 2.33 8.3
6 4.80 11.60 3.49 2.45 10.0

Reifes Blatt:
d. 21—27. Juli 0 4.40 4.26 0.66 0.54 —
3 —- 8.13 2,12 1.96 9.5
6 — 8.34 2.49 2.00 10.3

Darstellung des Asparagins aus verhungerten Blittern Die Blitter
wurden auf abgeschnittenen Stengeln mit dest. Wasser unter Abschluss
des Lichtes eine Woche lang kultiviert. 100 g des lufttrocknen Blattmaterials
wurden mit heissem Wasser ausgezogen. Der Extrakt wurde unter
vermindertem Druck eingeengt, und der dabei entstandene Féallungskérper
wurde entfernt. Die filtrierte Lésung wurde mit Alkohol bis zur schwachen
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Triibung zugesetzt, und die Flockung wurde abgetrennt. Die alkoholische
Losung wurde eingeengt und im Refrigerator tbergelassen. Wenn das
Asparagin in reichlicher Menge vorlidge, liess es sich leicht durch diese
Behandlung auskrystallisieren. Im Falle eines geringfiigigen Gehaltes an
Asparagin verhielt sich aber diese Substanz schwer krystallisierbar. Dabei
wurde die Losung durch weiteren Zusatz des Alkohols ausgelaugt, womit
das rohe Material als weisses Pulver abge-
schieden wurde. Es wurde auf Tonplatte
getrocknet, und durch Umfidllung aus
verdiinntem  Alkohol gereinigt. Beim
Versuche mit nattlirlichen Bldttern von
verschiedenen Entwicklungsstadien hat es
sich ergeben, dass dabei ausser einem
syruposen Riickstand keine Krystallisation
des Asparagins erzielt werden. Aus ver-
hungerten Blittern liess es sich aber in
einer Menge von 0.2-1.0 95 des lufttrocknen
Materials gewinnen. Beim jungen Blatt |
betrug die Ausbeute viel gré.)'s'ser als beim & 1g., 1. Asparagin aus ve- ‘
alten. Durch Umkrystallisierung aus hungertem Blatt von Robinia
heissem Wasser wurde das Asparagin in pseudacacia.
schoner Krystallform (Fig. 1) dargestellt.

Analytische. Ergebnisse des Asparagins—Gesami-N (KJELDAHL) 4.3 mg
Sbst. : 4.05m1 NJ/70 H:SOy, 0.81mg N. Amino-N (VAN SLYKE)-+-9.6 mg Sbst. :
1.50 1 N3(15°, 762mm Hg), 0.88875mg N. Amid-N (SACHSSE)---10.6 mg

Shst.: 4.97ml N/70 H,SO,, 0.994mg N.
Fir Asparagin Gesamt-N Amino-N Amid-N
(%) (%) (%)
C4H8N203°Hzo Ber. ......... 18.67 9.34 9.34
Gef, ......... 18.84 9.21 9.38

Autolyse der Bldtter

Proteolysengrad——Wie aus Tab. IIT ersichtlich, unterliegt das Blattpro-
tein einer Selbstdigestion, wobei eine deutliche Zunahme von Amino-N
stattfindet, aber keine Amidbildung hervortritt.

Darstellung des Leucins 3 kg der frischen reifen Blétter, entnommen
am 10. Juli, welche zu 714 g Trockensubstanz entsprachen, wurden mit
100 ml Ather und 57 Toluolwasser versetzt, und bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Nach 9 Tagen wurde die Aufschwemmung abgepresst,
und der Riickstand wurde unter Zusatz von 2/ Toluolwasser noch eine
Woche zur Selbstverdauung unterworfen. Danach wurde das Autolysat
ausgepresst. Die vereinigten Ausziige, welche zu Gesamt-Vol. 7 [ erreich-
ten, wurden unter vermindertem Druck bei Badtemp. 60° bis auf etwa
350 m! eingeengt, wobei sich ein gallertartiger Niederschlag abschied. Das
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Filtrat wurde mit 5007/ Athylalkohol zugesetzt, und der dabei entstandene
Fallungsksrper wurde entfernt. Die alkoholische Lésung wurde bis auf
100/ eingeengt, und durch weiteren Zusatz des Alkohols von einer Sch-

TABELLE III

Proteolysengrad der autolysierten Bldtter von Robinia pseudacacia

Art des Blattes: Nichtprot.-N

Datum : Autolysen- (mg pro 1g tr. BL) Proteolysen-
N-Gehalt drzli‘uer Gesamt Amino Amid %gaii
(% des tr. BL) (Tag) 2 wmo- - Ami %
Junges Blatt:
d. 8. Mai: 0 6.00 2.10 1.30 —
6.00 2 8.00 3.29 1.77 3.7
4 9.30 3.34 1.51 6.1
8 9.72 3.85 1.79 6.9
Junges Blatt:
d. 29. Mai: 0 6.01 1.51 1.20 —
5.20 2 6.44 2.29 1.37 2.4
4 7.14 2.29 1.24 3.8
8 7.87 2.43 1.28 5.6
Reifes Blatt:
d. 24, Juli: 0 2.78 0.47 0.48 —
4.46 2 3.77 0.68 0.66 2.4
4 4.13 0.99 0.68 3.1
8 4.20 1.00 0.64 3.3

miere befreit. Die filtrierte Flissigkeit
wurde verdampft, und der zuriickgebliebene
Syrup wurde in 200m{ Methylalkohol
aufgelost. Diese Losung wurde mit
gleichem Volumen des Athylalkohols
versetzt, und die abgeschiedene Flockung
wurde entfernt. Die abfiltrierte alkoholische
Losung wurde mit 400 ml Ather zugesetzt,
dann liess sich ein weisses Pulver abfallen.
Es wurde auf Filter gesammelt und durch
Behandlung mit Alkohol ausgelaugt.
Dadurch wurde das rohe Leucin in einer
Ausbeute von 1.6 g gewonnen. Es lieferte
positive Aminosidurereaktionen mit Kup-
fercarbonat oder Ninhydrin. Zur Reinigung
wurde es aus 7095 Alkohol umkrystallisiert,
womit sich das Leucin als Nadelkrystalle (Fig. 2) darstellen liess. Schmp.
272—275°, Ausbeute an reinem Prédparat betrug etwa 0.6 g.

Fig. 2. Leucin aus aﬁfo.l};51er-.
tem Blatt von Robinia pseuda-

cacia.
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Analytische Ergebnisse des Leucins Gesamt-N (KJELDAHL) ---7.5 mig
Shst.: 4.00m NJ70 H:SOy, 0.80 mg N. NH.-N (VAN SLYKE)---6.0 g Shst. :
1.10ml Nz (20°, 760 mm Hg), 0.6259 mg N. COOH-N (GRASSMANN)-+-13.0 i
Skst. s 4.0527 N/40 KOH, 1.4175mg N.

Fiir Leucin Gesamt-N NH,.-N COOH-N
(%) (% (%)
CsHsNO: Ber. cooviiiiinnn. 10.69 10.69 10.69
Gef. ... 10.66 10.43 10.90

Darstellung der Protease

Protease aus Chloroplastensubstanz (Prip.-I)——Zur Darstellung des
Chloroplastenmaterials wurden die frischen Blitter zerkleinert, und mittelst
eines Koliertuchs abgepresst. Der Riickstand wurde mehrmals unter
erneutem Zusatz des Wassers ausgeschiittelt und koliert. Der Presssaft
wurde zentrifugiert, wobei sich das Chloroplast mit wenig Zellwandsplittern
als Bodensatz abschied. Das Material wurde im Exsikkator {iber Schwefel-
siiure getrocknet. 45 g dieses Griinsatzes wurden in 300 7/ verd. Ammoniak-
wasser (pH 8.4-7.2) verteilt, und unter Toluolzusatz 3 Tage lang bei
Zimmertemperatur digeriert. Danach wurde die Aufschwemmung durch
mehrmaliges Wiederholen dieses Verfahrens zur Erschopfung extrahiert,
1.57 der vereinigten Auszliige wurden im Vakuum bei 40° bis auf etwa
100 m! eingeengt, und der Fiallungskorper wurde abgetrennt. Die Lésung
wurde unterm Zusatz von Toluol im Cellophanmembran gegen Leitungs-
wasser dialysiert. Die filtrierte Innen-Fliissigkeit wurde im Exsikkator
tiber Schwefelsdure getrocknet. Ein braungefirbtes Pulver wurde in der
Ausbeute von 0.9g gewonnen. Gesamt-N(KJELDAHL)---17 mg Shbst. (luft-
trocken) : 5.90 27 N/70 H:SOy, 1.18mg N, 6.949% N.

Protease aus wvollem Blattgewebe (Prip.-1I)——200 g des lufttrocknen
Blattmaterials wurden unter Verteilung in 4/ Toluolwasser eine Woche
lang bei Zimmertemperatur iiberlassen. Das Autolysat wurde abgepresst,
der Riickstand wurde wiederum durch dieses Verfahren ausgezogen. Der
Extrakt wurde bei 40° bis auf 30/ eingeengt, wobei sich ein Niederschlag
in betrdchtlicher Menge abschied. Das abfiltrierte Konzentrat wurde wie
beim Priip.-I dialysiert und zur Trockenheit gebracht. Ausbeute betrug
0.2g. Gesamt-N (KJeLpaHL)---5mg Sbst. (lufttrocken) : 1.50 7 N/70 H.SOy,
0.3mg N, 6.0095 N.

Bestiimmung der Enzymaktivitdé——In 1ml Ansatz sind 10/mg Enzym
und verschiedene Menge der Substrate nebst Salzmischungen als Puffer
oder Aktivator enthalten. Toluol als Antiseptikum. Temp. 30°. Einwir-
kungsdauer 21 Std. Die COOH-Zunahme wurde durch Titrationsmethode
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. IV zusammengestellt. Die spezifische
Aktivitdt der proteolytischen Wirkung, d. i. [P. E.]yms, welche aus dem
Wert der Gelatinespaltung (in Tab. IV) nach der Angabe von uns (6)
umgerechnet wurde, ergab bei Prdp.-I 1.06, und bei Prip.-1I 1.10.
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TABELLE 1V
Proteolytische Aktivitit der aus Robinienbldttern dargestellten Protease

COOH-Zunahme

Zusatz als durch Einw. von
Substrat: Puffer Hd 10 mg Enzym nach
Menge in 1m! od. Aktivator: E er 40 Sitd
Ansatz mM pro 1ml osung (ml 0.025 N KOH)
Ansatz

Prip.--1  Prdp.—II

Gelatine: 60mg HCI: 0.10 2.6 0.00 0.00
" 0.05 3.6—4.0 0.60 0.50

" 0.02 4.4—4.6 1.00 0.80

" — 6.0—6.2 2.20 2.00

" NH,OH: 0.025 7.0—6.6 1.90 1.60

" 0.05 7.8—7.0 1.40 1.00

" 0.10 8.8—7.6 1.00 0.90

" HCN: 0.01 6.0-6.4 2.00 2.00
Pepton-Witte: 50mg —— 6.4—6.0 1.10 1.25
" ' HCN: 0.01 6.4—6.0 1.20 1.20
t-Leucylglycylglycin: 0.05m4 NHOH: 0.05 7.0—6.6 0.45 1.10
L-Leucylglycin: 0.05 mM NH,OH: 0.10 7.8—7.4 0.00 1.00

NH,OH: 0.20
Benzoylglycylglycin: 0.05 mM HCN: 0.01 5.0 0.00 0.00
L-Asparagin: 0.05mM NH, OH: 0.05 7.2—6.6 0.70 1.10
SCHLUSSBETRACHTUNG

Der Proteingehalt im Robinienblatt ist aufs engste mit seinem Entwick-
lungsstadium verbunden, so dass dessen Werte vom jungen Blatt bis zum
alten zwischen 36-139¢ schwanken. In dem keimenden Blatt iiberwiegt ein
Streckungswachstum, und infolgedessen zweifelsohne ist das Verhiltnis
des plasmatischen Inhaltes zu Cellulosewand nach und nach verkleinert.
Das ist der Grund fiir die Proteinabnahme in den jungen Blittern. Aber
dies ist nicht der Fall bei den alten Blittern. Hierbei scheint es sich allem
Anscheine nach um eine echte Proteolyse zu handeln. Im Anschluss daran
cei die Angabe von VICKERY et al. (7) zu erwédhnen. Diese Autoren haben
mittels der N-Isotopentechnik bei Tabakblittern darauf hingewiesen, dass
das Blattprotein auch im normalen Zustande stidndig einer Spaltung zu
unterliegen bestimmt sei. Von diesem Gesichtspunkte aus konnte man
wohl die von BoropiN und ScruLze dargelegten Tatsachen auf richtigem
Grundlage vollwiirdigen.

Bei Erwigung dieser Umstdnde habe ich die Verhungerungsversuche
mit Robinienblatt ausgefiihrt. Dabei hat es sich ergeben, dass das Protein
der Blitter von verschiedenem Wachstumsstadium bei 6-tdgiger Excisition
mit dem Spaltungsgrad von 10-139% aufgespalten wird. Ausserdem ver-
mehrten sich der Amino-N und Amid-N beiderlei, und das Asparagin wurde
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als ein Umwandlungsprodukt gewonnen. Um diesen Vorgang auf enzymo-
logischem Wege zu verfolgen, habe ich dann die im Blattgewebe hervor-
gehende Autolyse zum nidheren Studium herangezogen. Die Versuche
ergaben, dass das Blattprotein mehr oder minder einer Selbstverdauung
anheimfillt. Zahlenmaéssig angegeben, wurde der Spaltungsgrad auf 6.9-3.39%,
niedriger geméiss der Alterung des Blattes geschidtzt. Die Amino-N-
Zunahme war deutlich, wihrend keine Anh&dufung des Amides heobachtet
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 7z vivo als auch in wvitro
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 beiden Autolysaten
wurde je ein Enzympriparat in trocknem Zustand gewonnen. Das Enzym
griff die Gelatine optimal bei pH 6.0 an, und spaltete auch das Pepton-
Witte, widhrend diese Wirkungen in Gegenwart des Cyanhydrins gar nicht
gesteigert wurden. Die Versuche mit Polypeptiden und Asparagin ergaben,
dass diese Enzympréiparate noch nicht ganz frei von Leucylpeptidasen und
Asparaginase sind.
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