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Awus dem Physiologisch-Chemischen Universitits-Institut Mainz

Uber die Spaltung von N-Sorboylaminosiuren
durch Enzyme des Verdauungstraktes

Vorliufige Mitteilung
Von E. Krve und K. Lancg

Mit 4 Abbildungen

(Eingegangen am 15. Februar 1965)

Im Zusammenhange von Arbeiten unseres Instituts iiber Sorbinsdure und
chemisch verdnderte Proteine interessierte uns die Frage, inwieweit N-Sorboyl-
aminosduren im Verdauungstrakt enzymatisch gespalten werden. Es war zu
erwarten, dafl N-Sorboylaminoséiuren als Substrate fiir die Acylase I, die in
hoher Aktivitit in der Niere vorkommt, dienen kann. In der Tat ergaben auch
unsere Versuche, daB3 dies der Fall ist. Vorversuche mit einem kduflichen
Pankreaspriaparat (Pancrera) zeigten jedoch auch eine gewisse Acylase-Aktivi-
tit. Da es denkbar war, dal eine im Pankreas enthaltene Acylase bei der Her-
stellung des Priparates weitgehend inaktiviert werden kénnte, haben wir das
Uberstehende von Pancreashomogenaten auf ihre Acylase-Wirkung gegeniiber
den Sorboylaminoséduren untersucht. In der Tat stellten wir eine nicht un-
bedeutende Spaltung der Sorboylaminoséuren durch unsere Pankreaspripara-
tion fest. Mit der Anreicherung, Reinigung und Charakterisierung des hierbei
aktiven Enzyms sind wir zur Zeit beschiftigt. Wie zu erwarten war, wurden
die N-Sorboylaminoséuren durch die Endopeptidasen des Pankreas (Trypsin,
Chymotrypsin) nicht angegriffen.

Experimentelles
Material :

Die enzymatische Spaltbarkeit dreier Sorbinderivate wurde untersucht:
1. N-Sorboylglutaminsdure MG: 241 FP: 155°

2. N-Sorboylalanin MG: 183 FP: 167° SZ: 308
3. N-Sorboylsarkosin MG: 183 FP: 122° SZ: 309

Folgende Enzyme werden in die Untersuchung einbezogen:

1. Trypsin Krist. (Novo)

2. &-Chymotrypsin (Choay 5§ C. Hb-E mg)

3. Pankreon (Kali-Chemie) ein standardisiertes Pankreasfermentpriparat ent-
haltend 32 Lipase-, 72 Amylase- und 120 Trypsin-Einheiten
nach WILLSTATTER.

4. Acylage I rein  (Serva 500-600 EU g aus Schweineniere)
5. Der Uberstand aus Pankreashomogenat.
6. Eine hochaktive Lipase unbekannter Provenienz.

Methoden,

Die bei der Abspaltung entstandenen Aminosiiuren werden entweder colorimetrisch
(MoorE und STEIN) (1) oder titrimetrisch (VAN SLYKE) erfaflt.
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Zur colorimetrischen Bestimmung wird von allen Proben 1 ml entnommen, mit 1 ml
Reagens versetzt, 20 min im Wasserbad erhitzt und mit Propanol Wasser auf 10 ml auf-
gefiillt. Die Extinktion wird bei 578 my am Eppendorf abgelesen. i .

In Vorversuchen wurden parallel dazu die Proteasen nach der Inkubation qusgefallt
und weiter nach einer modifizierten Ninhydrinmethode verfahren. Die titrimetrische Be-

stimmung des Carboxylstickstoffs wird nach vanx SLYKE in der Ausfiihrung nach (2) durch-
gefiihrt.
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Abb. 1, Spaltung von Sorboylaminosiuren durch Pankreon.
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Abb. 2, Spaltung von Sorboylaminosiiuren durch Acylase (Schweineniere). I Sorboylglutaminsiure, II Sor-
boylalenin, II1 Sorboylsarkosin.

. Proteasen: Die Sorbinsiiurederivate werden in Tris-Puffer Pa 8,0 unter Zusatz von Ca-
Ionen, die Proteasen in » 1000 HCI gelost. Die Konzentration der Proteasen betragt
bis zu 10% der Substratkonzentration. Inkubationsdauer 2 Std. Die Menge der ab-
gespaltenen Aminosiiuren wird colorimetrisch erfaBt. Zur Kompensation der mog-

licherweige autolytisch entstandenen Aminosiiuren wird ein entgprechend vorbereiteter
Leerwert mitgefiihrt.

. Pankreon: Vorbereitung und Priifung analog. Die Konzentration des Pankreons wurde
Sfach hoher gewihls.

3. Acylase: 1 g der Sorboylaminosiure wird in 100 ml Tris-Puffer pu 7,85 gelost. 10 mg

Acylase werden in 5 ml 0,01 m Phosphatpuffer py 7,0 gelsst. Jeweils 1 ml der Sorboyl-

aminosgureldsung wird im Brutschrank bei 37° C 2 Std mit steigenden Mengen Acylase

(0,02-2 mg) inkubiert. Die Menge der abgespaltenen Aminosiiure wird titrimetrisch
bestimmt.

- Pankreas: Rinderpankreas wird mit der doppelten Menge Phosphatpuffer pa 7,0 homo-

genisiert. Man liBt das Homogenat 20 min in der Kilte stehen, zentrifugiert und ver-
wendet fiir die Spaltversuche den Uberstand.
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5. Lipase: Die Aktivitiit der Lipase wird nach einer improvisierten Methode titrimetrisch
bestimmt. Dazu wird ein entsprechender Ansatz auf pu 8,0 eingestellt und in 10minuti-
gem Abstand die pg-Verschiebung ins saure Gebiet mit n/100 NaOH kompensiert.
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Abb. 3. Kurve der colorimetrische () und titrimetrisch (II) bestimmnten Werte bei Sorboylglutaminsiure.
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Abb. 4, Spaltung von Sorboylaminosiiuren durch Pankreas, I Sorboylglutaminsliure, II Sorboyl-Alanin,
111 Sorboylsarkosin.
6. Andere benutzte Methoden: 1. Spektralphotometrie zum Nachweis der Spaltung im
sauren Milieu. — 2. Diinnschichtchromatographie: Zum Nachweis der Spaltung in
HCl-Atmosphire bei mehrstiindigem Aufenthalt in der feuchten Kammer.

Ergebnisse

Bei den Proteasen und bei Pankreon wurde ausschlieBlich die colorimetri-
sche Methode zur Erfassung der abgespaltenen Aminosiuren herangezogen. Die
Modifikation ohne Pikrinsdurefallung ergab zuverlissigere Werte und wurde
fiir die endgiiltigen Versuche ausschlieBlich benutzt.
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1. Proteasen: Bei keiner der eingesetzten Proteasen konnte eine Spaltung
der Sorboylverbindungen heobachtet werden. i

2. Pankreon: Bei hoherer Konzentration (Abb. 1) 1ift sich eine gewisse
Farbentwicklung beobachten.

3. Acylase: Bereits bei niedrigen Konzentrationen werden die Sorboyl-
aminosiuren gespalten (Abb. 2). Bei Sorboylglutaminséure ist die SPaltung
am stirksten. In der Spaltungsintensitit folgen dann Sorboylalanin und
Sorboylsarkosin. X :

Abb. 3 zeigt eine relativ gute Ubereinstimmung der bei der colorimetrischen
und titrimetrischen Methode gefundenen Werte {Sorboylglutaminsiure). Be-
ziiglich der Reproduzierbarkeit ist die titrimetrische Methode tiberlegen.

4. Pankreas: Die untersuchten Pankreaspriparationen enthalten 70-90 mg
Trockensubstanz/ml Homogenatiiberstand. Hier verlduft die Spaltungsintensi-
tat in einer anderen Reihenfolge (Abb. 4).

Den Farbwerken Hoechst danken wir fiir die Uberlassung der N-Sorboylaminosiiuren.
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Untersuchungen iiber Nihrwertverluste bei der Zubereitung
von Speisen mit automatisch arbeitenden GroBkiichenmaschinen

I. Darlegung der Fragestellung und Gesamt-Vitamin-C-Verluste *)
Von W. KUNKEL
Mit 7 Tabellen

(Bingegangen am 1. Miry 10065)

W. WacHHOLDER (1) wies im Jahre 1940 darauf hin, daB in der GroBkiiche
der Vitamin.C-Verlust in Gemiisen und Kartoffeln groBer sei als bei den schonen-

deren Verfahren der Haushaltskiiche. Er lieferte dariiber entsprechende
Untersuchungsergebnisse.

*) Ein Teil dieser Ergebnisse wurde in cinem Kurzvortrag auf dem 6. Internationalen
Erniihrungskongref 1963 in Edinburgh mitgeteilt [W. KungzL und R. AmMoN: Proceedings

of the 6th International Congress of Nutrition, Edinburgh 1963, S. 573 (Edinburgh and
London, 1964)1.



