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Uber die Verbesserung der Eiweisshydrolyse
durch Proteinvorbehandlung mit
Perameisensiure

Nach ScuraM et al. besteht die Moglichkeit, Zystin
und Zystein als Zysteinsiure nach Perameisensiure-
vorbehandlung und anschliessender HCl-Hydrolyse der
Proteintriger quantitativ zu bestimmen?!. Zysteinsdure
wurde als relativ hydrolysestabil befunden. TOENNIES
und HomiLLERZ2 nehmen an, dass Perameisensiure in
gewissem Umfang mit einer Reihe von Aminosiuren
schon im Eiweissverband reagiert.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Fisch-
mehl vorgenommen, um quantitativ die Ausmasse
eventuell zu erwartender Umwandlungsprozesse nach
erfolgter Behandlung mit Perameisensdure und an-
schliessender HCl-Hydrolyse zu ermitteln. In einer vor-
ausgegangenen Untersuchung® waren am gleichen Fisch-
mehl Aminosdurenanalysen nach Moore und STEIN vor-
genommen worden, um einen Uberblick iiber den chemi-
schen Ablauf der HCI-Hydrolyse nach DusTiN? in ge-
staffelten Zeitabstdnden zu gewinnen. Dic Daten dieser
Versuche sollen in vorliegender Arbeit zum Vergleich
herangezogen werden.

Nach den Angaben von Hirs® war mit der Umwand-
lung von Zystin bzw. Zystein, Methionin und Tyrosin
zu rechnen. SANGER® erhielt bei dhnlichen Versuchen
nebenTyrosin ein Derivat,daseralsTyrosin X bezeichnete.
Hirs® identifizierte dieses Artefakt als Chlorotyrosin,
das stets dann nach Perameisensiurevorbehandlung auf-
trat, wenn das zu oxydierende Substrat mit Ci- verun-
reinigt war. Im Rahmen von Futtermitteluntersuchun-
gen wird es nur sehr schwer sein, die vorhandenen Pro-
teine verlustlos chlorfrei zu gewinnen. Es wurde ver-
sucht, das Tyrosin quantitativ in Chiorotyrosin zu iiber-
fithren.

Als geeignetes Oxydationsreagens erwies sich ein Ge-
misch von 0,5 ml 30%igem H,0, (MErCK, Darmstadt)
und 4,5 ml 989%iger Ameisensdure (MErk, Darmstadt)
bei 50°C. 3 min nach der Mischung der beiden Kompo-
nenten erfolgte die Zugabe von je 0,8 ml der Perameisen-
siure zu je 20 mg Protein, dem 20 mg NaCl beigemengt
worden waren. Die Reaktion wurde bei 50°C im Wasser-
bad durchgefiihrt und nach 15 min durch Verdinnen
mit 200 m1 H,O je 20 mg Protein unterbrochen. Unmittel-
bar anschliessend konnte die Fliissigkeit im Vakuum bei
etwa 40°C bis zur Sirupkonsistenz des Riickstandes
abdestilliert werden. Der so gewonnene Rest wurde
dann der HCl-Hydrolyse nach Dustin* 24 h lang unter-
worfen.

Aus dem Vergleich der Aminosiurewerte der normalen
24-; 48- und 72-h-Hydrolyse der Tabelle mit den Daten
des 24-h-Hydrolysates des mit Perameisensiure vorbe-
handelten Fischmehles geht hervor, dass bei samtlichen
Aminosiuren des oxydierten Fischmehles Maximalwerte
vorliegen. Es scheint durch den Einfluss der Ameisen-
siure einerseits eine gewisse Schutzwirkung auf hydro-
lyselabile Aminosduren?, zum anderen eine Katalyse bei
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Aminosduregehalt | perameisensiure-
in % nach Vorbehandlung

normaler Hydrolyse | ynd 24-h-HCI-

24 h 48 h 72h Hydrolyse
Asparaginsiure 7,251 71,52 7,65 7,65
Threonin . . . . . 3,721 3,56 | 3,48 3,82
Serin. . . . . . . 3,561 3,38} 2,87 4,33
Glutaminsiure . . 11,35 110,17 | 9,27 11,38
Glycin . 5,80 | 6,12 | 5,42 6,12
Alanin . , 6,80 | 5611 556 6,90
Valin. . . . .. .| 6539 475 4,36 6,63
Methionin. . . . . 1,091 1,871 1,18 2,19
Isoleuzin . 1,34} 2,75} 3,74 3,75
Leuzin . 4,121 5,12 ] 6,53 6,65
Tyrosin . . 2,31} 2,21 | 2,14 2,31
Phenylalanin 1,93 [ 2,20 | 2,27 2,46
Histidin. . .. 1,56 1,04 1,05 1,62
Lysin. . . . . .. 4,79 | 4,33 | 4,04 4,81
Arginin. . . . . . 0,621 0,59 0,58 0,62
Zystein 1. . . . . 0,79

der Spaltung der gegen kochende HCl relativ resistenten
Peptide® zu erfolgen. _

Die siulenchromatographische Bestimmung der ent-
stehenden EiweiBspaltprodukte nach HCI-Hydrolyse
und vorangehender Perameisensiurevorbehandlung er-
folgt am besten nach der von Hirs® modifizierten Me-
thode nach Moore und STEINS, Zystin und Zystein er-
scheinen auf dem Eluierungsbild als Zysteinsiure,
Methionin als Methioninsulfon und Tyrosin als Chloro-
tyrosin. Die Bestimmung der Zysteinsiure ist nach dem
genannten Verfahren dann moglich, wenn keine anderen
sehr sauren Substanzen im Analysenmaterial vorliegen.
Dies kann durch ein Probechromatogramm eines nor-
malen HCl-Hydrolysates bzw. auf papierchromato-
graphischem Wege ermittelt werden. Zysteinsdure kann
bei gleichzeitiger Anwesenheit sehr saurer, ninhydrin-
positiver Substanzen nach Scuram?! an Dowex-2-5iulen
chromatographisch bestimmt werden. Chlorotyrosin
wirdaufeiner 15-cm-Amberlite-IR-120 (XE-69)-Kolonne
vollstindig vom Phenylalanin getrennt, Im Eluierungs-
bild eines Chromatogrammes an Dowex-50-X4-Séulen
erscheint Chlorotyrosin unmittelbar neben Histidin, zum
Teil wird Histidin iiberlappt. An der Position des Tyro-
sins im Chromatogramm der 100-cm-Dowex-50-X12-
Kolonne konnte ebenfalls keine ninhydrin-positive Reak-
tion festgestellt werden. Demnach ist unter den beschrie-
benen Versuchsbedingungen simtliches Tyrosin in
Chlorotyrosin iibergegangen.

Weitere Untersuchungen zur Frage der Schutzwirkung
bzw. Katalyse bei der HCI-Hydrolyse durch Vorbehand-
lung der Substrate durch Perameisensiure sind im

Gange. G. KrRAMPITZ

Institut fir Anatomie und Physiologie dev Hausliere,
Universitit Bonn, den 78. Januar 1957.

Summary

By treatment of fish-meal with performic acid, it is
possible to convert methionine, cystine and tyrosine
residues in the intact 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-treated 24, 48 and 72 h
hydrolysates. It is assumed that unstable amino acids
are protected and the cleaving of relative HCl-resistant
peptides is accelerated by performic acid.
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