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Ober die Verbesserung der Eiweisshydrolyse 
durch Proteinvorbehandlung mit  

Perameisensi iure 

Nach SCHRAM et al. besteht  die M/Sglichkeit, Zystin 
und Zystein Ms Zysteins~ure nach Perameisens/iure- 
vorbehandlung und anschliessender HCt-Hydrolyse der 
Proteintr~ger quan t i t a t iv  zu bes t immenL Zysteinsiiure 
wurde als re la t iv  hydrolysestabil  befunden. TOENNIES 
und HOMILLER 2 nehmen all, dass Perameisens~ure in 
gewissem Umfang  mi t  einer Reihe yon Aminosiiuren 
schon im Eiweissverband reagiert. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Fisch- 
mehl vorgenommen,  um quan t i t a t iv  die Ausmasse 
eventuell zu erwartender Umwandlungsprozesse nach 
erfolgter Behandlung mit  Perameisens~ure und an- 
schliessender HC1-Hydrolyse zu ermitteln.  In  einer vor- 
ausgegangenen Untersuchung 3 waren am gleichen Fisch- 
mehl Aminos~urenanalysen na.ch MOORE und STEIN vor- 
genommen worden, um einen Uberblick tiber den chemi- 
schen Ablauf der HC1-Hydrolyse nach DUSTIN 4 in ge- 
staffelten Zeitabstfi.nden zu gewinnen. Die Daten dieser 
Versuche sollen in vorl iegender Arbeit  zum Vergleich 
herangezogen werden. 

Nach den Angaben yon HIRS B war mit  der Umwand-  
lung yon Zystin bzw. Zystein, Methionin und Tyrosin 
zu rechnen. SANGER s erhielt  bei ~hnlichen Versuchen 
nebenTyrosin ein Derivat ,  das er alsTyrosin X bezeichnete. 
HIRS 5 identifizierte dieses Artefakt  als Chlorotyrosin, 
das stets dann 'nach  PerameisensS~urevorbehandlung auf- 
trat, wenn das zu oxydierende Substra t  m i t  Cl- verun- 
reinigt war. Im  Rahmen yon Fut termit te luntersuchun-  
gee wird es nur sehr schwer sein, die vorhandenen Pro- 
teine verlustlos chlorfrei zu gewinnen. Es wurde ver- 
sucht, das Tyrosin quan t i t a t iv  in Chlorotyrosin zu iiber- 
fiihren. 

Als geeignetes Oxydationsreagens erwies sieh ein Ge- 
misch yon 0,5 ml 30%igem H202 (MERCK, Darmstadt)  
und 4,5 ml 98%iger Ameisens~ure (MERK, Darmstadt)  
bei 50 ° C. 3 min nach der Mischung der beiden Kompo- 
nenten erfolgte die Zugabe von je 0,8 mt der Perameisen- 
s~ure zu je 20 mg Protein, dem 20 mg NaC1 beigemengt 
worden waren. Die Reakt ion wurde bei 50°C im Wasser- 
bad durchgeffihrt und Each 15 min durch Verdi innen 
mit 200 ml H20 j e 20 mg Protein unterbrochen. Unmit tel-  
bar anschliessend konnte die Fliissigkeit im Vakuum bei 
etwa 40°C his zur Sirupkonsistenz des Riickstandes 
abdestilliert werden. Der so gewonnene Rest  wurde 
dann der HC1-Hydrolyse nach Dustin 4 24 h lang unter- 
worfen. 

Aus dem Vergleich der Aminos~urewerte der normalen 
24-, 48- und 72-h-Hydrolyse der Tabelle mit  den Daten 
des 24-h-Hydrolysates des mi t  Perameisensfiure vorbe- 
handelten Fischmehles geht hervor, dass bei s~mtlichen 
Aminos~.uren des oxydier ten Fisehmehles Maximalwerte 
vorliegen. Es scheint dutch den Einfluss der Ameisen- 
s~ure einerseits eine gewisse Schutzwirkung auf hydro- 
lyselabile AminosXuren 7, zum anderen eine Katalyse bei 
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Asparaginsiture . 
Threonin 
Serin 
Glutamins~ure..  
Glycin 
Alanin 
Valin 
Methionin. 
Isoleu zin 
Leuzin 
Tyrosin 
Phenylalanin . . 
Histidin. 
Lysin. 
Arginin 
Zystein ~z 

Aminos~iuregehalt 
in % nach 

normaler Hydrolyse 
24h 48h [ 72h 

m 

• 7,25 7,52 7,65 
3,72 3,56 3,48 
3,56 3 , 3 8  2,87 

• 11,35 10,17 9,27 
5,80 6,12 5,42 
6,89 5 , 6 1  5,56 
6,59 4,75 4,36 
1,99 1 , 8 7  1.18 
1,34 2,75 3,74 
4,12 5,12 6,53 
2,31 2 , 2 1  2,14 

. 1 , 9 3  2,20 2,27 
1,56 1 , 0 4  1,05 
4,79 4,33 4,04 
0,62 0,59 0,58 

PerameisensSure- 
Vorbehandlung 
und 24-h-HC1- 

Hydrolyse 

7,65 
3,82 
4,33 

11,38 
6,12 
6,90 
6,63 
2,19 
3,75 
6,65 
2,31 
2,46 
1,62 
4,81 
0,62 
0,79 

der Spaltung der gegen kochende HC1 relativ resistenten 
Peptide a zu erfolgen. 

Die s~ulenchromatographische Best immung der ent-  
stehenden Eiweil3spattprodukte nach HC1-Hydrolyse 
und vorangehender  Perameisens/iurevorbehandlung er- 
folgt am besten nach der yon HIRS 5 modifizierten Me- 
thode nach MOORE und STEIN 8. Zystin und Zystein er- 
scheinen auf dem Eluierungsbild als Zysteins~ure, 
Methionin als Methioninsulfon und Tyrosin als ChIoro- 
tyrosin. Die Bes t immung der Zysteins~iure ist nach  dem 
genannten Verfahren dann mSglich, wenn keine anderen 
sehr sauren Substanzen im Analysenmaterial  vorliegen. 
,Dies kann durch ein Probechromatogramm eines nor- 
malen HC1-Hydrolysates bzw. auf papierchromato-  
graphischem Wege ermi t te t t  werden. Zysteins~ture kann 
bei gleichzeitiger Anwesenheit  sehr saurer, ninhydrin-  
posit iver Substanzen nach SCHRAM 1 an Dowex-2-S~ulen 
chromatographisch bes t immt  werden. Chlorotyrosin 
wird auf einer 15-cm-Amberli te-I  R- 120 (X E-69) - Kolonne 
vollst~ndig yore Phenylalanin getrennt.  Im  Eluierungs- 
bild eines Chromatogrammes an Dowex-50-X4-SAulen 
erscheint Chlorotyrosin unmit te lbar  neben Histidin, zum 
Teil wird Hist idin iiberlappt. An der Position des Tyro- 
sins im Chromatogramm der 100-cm-Dowex-50-X12- 
Kolonne konnte  ebenfalls keine ninhydrin-posit ive Reak- 
tion festgestellt  werden. Demnach  ist unter  den beschrie- 
benen Versuchsbedingungen s/imtliches Tyrosin in 
Chlorotyrosin iibergegangen. 

Weitere Untersuchungen zur Frage der Schutzwirkung 
bzw. Katalyse bei der HC1-Hydrolyse dutch Vorbehand- 
lung der Substrate  durch Perameisenstture sind im 
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Universit~it Bonn, den 18. Januar 1957. 

Summary 

By t rea tment  of fish-meal with performic acid, i t  is 
possible to conver t  methionine,  cystine and tyrosine 
residues in the in tact  protein into products  stable to 
hydrolysis. After  hydrolysing with hydrochloric acid, 
maximum values of amino acids were found, compared 
with amino acid values of non- t rea ted  24, 48 and 72 h 
hydrolysates. I t  is assumed tha t  unstable  amino acids 
are protected and the cleaving of relat ive HCl-resistant  
peptides is accelerated by performic acid. 
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