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Der Pyrokohlensiduredidthylester (Baycovin £) 1), der zur Entkeimung von
Getrinken verwendet wird, zerfallt in wéBriger Losung in Athanol, Kohlen-
dioxid und Wasser. In geringem AusmaB treten jedoch Nebenreaktionen ein,
die zur Carbithoxylierung von Getrinke-Inhaltsstoffen fithren. Dabei werden
entweder Hydroxylgruppen, Sulfhydrylgruppen oder primére und sekundére
Aminogruppen carbithoxyliert. Uber diese Reaktionen wurde bereits von
anderer Seite berichtet (1, 2, 3, 4).

Zum Nachweis der gesundheitlichen Unbedenklichkeit dieser Carbdthoxy-
verbindungen war zur Erginzung der bisher durchgefiihrten Untersuchungen
das biochemische Verhalten der Verbindungen gegeniiber den hydrolytischen
Enzymen des tierischen Organismus zu priifen. Nach Lang et al. (4) werden
verschiedene dieser Verbindungen, wie Diidthylcarbonat und die Carbédthoxy-
derivate von Pflanzenphenolen, Hydroxyséiuren und einiger Aminoséuren,
bereits durch die Enzyme des Verdauungstraktes enzymatisch zu den Aus-
gangsverbindungen sowie Athanol und Kohlendioxid hydrolysiert; sie sind
damit gesundheitlich unbedenklich.

Diese Untersuchungen wurden sowohl in qualitativer als auch in quan-
titativer Hinsicht erweitert. So wurden die Carbithoxyderivate aller in Pro-
teinen vorkommenden Aminosiuren auf ihre enzymatische Spaltbarkeit
gepriift. AuBerdem wurde ein N-Carbéthoxydipeptid und ein N-Carbdthoxy-
tripeptid sowie einige O-Carbithoxy-flavanon- und -flavonol-glykoside unter-
Sucht,

_ Uber die Synthese und die chemischen Eigenschaften dieser Derivate wird
im 2, Teil dieser Mitteilung berichtet.

1) Warenzeichen der Farbenfabriken Bayer AG, Leverkusen



2 Zeitschrift fir Brndhrungswissenschaft, Band 9, Heft 1

Experimenteller Teil

Herstellung der Homogenale

Aktiviertes Pankreas-Homogenat

100 g fettfreies Pankreasgewebe vom Schwein wurde zusammen mit 10 g abgeschabter
Schleimhaut vom Diinndarm und 50 mi 0,1 M Phosphatpuffer pa 7,1 im Starmix homogeni-
siert. Das Homogenat wurde 1 Stunde bei 30° C inkubiert und danach 5 min bei 39000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 0° C im Visking-Dialysierschlauch 5 Std. gegen
0,05 M Phosphatpuffer pH 7,1 dialysiert. In der Innenfliissigkeit hatte sich ein Niederschlag
gebildet, der abzentrifugiert wurde. Der Gehalt an Aminosduren im Uberstand war jedoch
immer noch zu hoch, so da8 nochmals 5 Std. dialysiert wurde.

Volumen der Innenfliissigkeit 180 ml. Die Enzymlésung wurde in Portionen von 5 ml
eingefroren und bei —20 °C aufbewahrt. Stickstoffgehalt nach KyeLpABL 4,95 mg/ml.

Aufarbeitung der Darmschletmhaut

Duodenum: 1,10 m Duodenum vom Schwein wurde vorsichtig ausgewaschen, der
Darm aufgeschnitten und die Schleimhaut abgeschabt (53 g). Die Schleimhaut wurde in
50 ml 0,1 M Phosphatpuffer pa 7,1 homogenisiert und 6 Std. bei 0° C gegen 0,01 M Phos-
phatpuffer pr 7,1 dialysiert. Die Innenfliissigkeit wurde 10 min bei 38000 x g zentrifu-
giert und der Uberstand (49 ml) in 5 ml Portionen eingefroren. Stickstoffgehalt nach
KJELDAHL 7,35 mg/ml.

Jejunum: 1,0 m Jejunum vom Schwein ergab 43 g Darmschleimhaut und wurde, wie
fir Duodenum beschrieben, aufgearbeitet. Endvolumen 37 ml, Stickstoffgehalt nach
Ksevpanr 5,08 mg/ml.

Leberhomogenat

100 g Schweineleber wurden in 100 ml 0,06 M-Trispuffer pu 7,5 im Starmix homogeni-
siert. Das Homogenat wurde 10 min bei 39000 x g zentrifugiert und der Uberstand 6 Std.
bei 0° C in einem Visking-Dialysierschlauch gegen dest. Wasser dialysiert. Nach der Dialyse
wurde die Innenfliissigkeit durch Zentrifugieren (20 min bei 39000 x g) geklirt. Der Uber-
stand von 138 ml wurde in 10 ml Portionen eingefroren. Stickstoffgehalt nach KyELDAHL
7,60 mg/ml.

Nierenhomogenat

100 g Schweineniere wurden, wie fiir die Leber beschrieben, aufgearbeitet. Endvolu-
men 118 ml, Stickstoffgehalt nach KsrLpasL 7,94 mg/ml.

Qualitativer Nachweis der Hydrolyse der Carbiithoxyaminosiuren

Die Carbithoxyverbindung der Aminoséure wurde mit dem Homogenat 2 bzw. 20 Std.
bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz und die Kontrollen hatten folgende Zusammensetzung:

Zusammensetzung l Ansatz K, K,
Organhomogenat 0,5 ml 0,6 ml —_
0,05 M Phosphatpuffer pg 7,1 0,56 ml 0,6 ml 0,5 ml
0,05 M Carbithoxyaminosiure 0,5 ml — 0,6 ml
Wasser — 0,6 ml 0,6 ml

Die Kontrolle K, dient zur Festlegung der durch das Homogenat verursachten Nin-
hydrinflecken, die Kontrolle K, mufl die Bestindigkeit der Carbiithoxyverbindung unter
den Inkubationsbedingungen beweisen.
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Die Trennung und Identifizierung der Aminosiuren wurde sowohl durch Dinnschicht-
chromatographie als auch durch Papier-Elektrophorese vorgenommen. Neben einer Probe
des Ansatzes und der Kontrollen K, und K, wurde die nachzuweisende Aminoséure im
Gemisch mit der Kontrolle K, aufgetragen.

. Diinnschichtchromatographie: Platten beschichtet mit Kieselgel G, Lésungsmittel:
Athanol (96%ig)/NH, (25%ig) = 67/33 (V/V). Aufgetragen wurden je 1 ul. Anfiarbung
mit Ninhydrin.

Papierelektrophorese: Je 2 pl der Losungen wurden auf Whatman Nr. 1 -Papier auf-
getragen, das zuvor in Puffer (Amesjsensinre 50 ml, Essigsdure 150 ml mit Wasser ad 11;
Pr 1,8) getrinkt und abgepre8t worden war. Die Elektrophorese lief I Std. mit 1200 V.

In analoger Weise wurde auch die Hydrolyse der Carbithoxypeptide untersucht.

Bestimmung der Hydrolysegeschwindighkeit der Carbithoxyaminosiuren mit der
Ninhydrinmethode

Die Carbéithoxyaminosidure wurde bei 37 °C mit dem Homogenat inkubiert.

Ansatz: A (ml) K, {ml) K, (ml)
Homogenat 1,0 1,0 —
0,056 M Phosphat pg 7,1 7,0 7,0 7,0
0,05 M Cio-Aminosiure?) 2,0 — 2,0
Wasser - 2,0 1,0

Probenahme 1,0 ml nach 0, 30, 40, 80, 120 und 240 min nach Zugabe des Homogenates
!)Zw. der Cio-Aminogiiure. Die Probe wurde zur EnteiweiBung sofort nach der Entnahme
I eine im Eishad stehende Lésung von 0,4 ml I N Perchlorsiure gegeben. Nach 3 min
Stehen wurden 0,6 ml eines Gemisches aus 0,4 ml | N-Kalilauge und 0,2 m} 0,2 M-Phoaphat-
Puffer py 7,1 zugegeben. Die Suspension wurde zentrifugiert und vom Uberstand 0,1 ml
Zum Ninhydrin-Test nach H. RosEN (5) gegeben. Die Extinktionen wurden in der 1 cm-
Kitvette gegen einen Kontrollansatz mit den Reagenzien des Ninhydrintests gemessen.
In diesem Test wurden folgende Extinktionen (E) fiir 1 zMol der Aminosiuren im Test-
ansatz gefunden:

1 em
E 570 nm
Lys, Orn 3,02
Trp 2,74
Asp, Glu, Arg
His, Gly, Ala, Leu, Ser, } 2,90
Thr, Tyr, Phe

Iufolge einer langsamen Autolyse der Enzymldsungen ergibt die Kontrolle K, einen
langsamen, far die Enzymlésung charakteristischen Anstieg, dessen Mittelwert aus 5 bis
8 Ansiitzen ermittelt und von dem MeBwert abgezogen wurde. Fiir das Enzympréparat
aus Leber betrug die Extinktionszunahme pro Minute und mg N 7,5 - 10, fir das Pri-
Parat aus Niere 8,4 - 10-3, Diese Werte wiirden einen Umsatz von 2,6 bzw.2,9 w__'n Mol

min - mg N
vortiuschen.

Die Kontrolle K, von der spiiter nur noch nach 0 und 240 min Proben gezogen wurden,
sollte zeigen, ob eine Spontanhydrolyse der Carbiithoxyverbindung wihrend Inkubation,
EnteiweiBung und Ninhydrintest das Ergebnis verfilscht. Eine solche Spontanhydrolyse
8 nur in Einzelfillen aufgetrsten, die dann nicht ausgewertet wurden.

\‘\-
') Abkiirzung: Co. = Carbithoxy.
1+
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Die Berechnung der spezifischen Aktivitat erfolgte nach folgender Formel:

Spez. Akt. =

(E; — E;}) — Exg [ n Mol ]
Egy-t-m-d min -mg N
E; = Extinktion zur Zeit ¢
E, = Extinktion zur Zeit o
Ex = Extinktionsdifferenz des Kontrollansatzes K, zwischen Zeit £ und to
E, = Extinktion von 1 » Mol Aminosiiure im Testansatz
t = Inkubationszeit (min)
m = N-Gehalt des Homogenates nach KsgLoAHL (mg/ml)
d = Verdiinnung im Testansatz, bei vorliegendem Ansatz = /g

Die Bestimmung der Hydrolysegeschwindigkeit der Carbéthoxyderivate der Antho-
xanthine

Die Hydrolyse der Anthoxanthine wurde im Bicarbonatpuffer durchgefiihrt und die
Entstehung von Kohlendioxyd im Warburg-Apparat manometrisch gemessen.

Testzusammensetzung :
0,1 M-NaHCO, 0,2 m]
0,01 M-Carbithoxyverbindung 1,0 mi
‘Wasser 0,3 ml
Homogenat 0,5 ml

Im Gasraum Ar mit 5% CO,.

Das Homogenat befand sich im Seitengefi und wurde nach dem Temperieren ein-
gekippt. Die Ansiitze wurden bei 37° C mift einer Schiittelgeschwindigkeit von 120 Schligen
pro min inkubiert.

Die Carbiithoxyverbindungen wurden mit etwas Dimethylformamid und wenig Wasser
vorgelost und dann auf das Endvolumen aufgefiillt, Das Tricarbithoxyrutin war auch auf
diese Weise nicht in Lésung zu bringen, es wurde als Suspension eingesetazt.

Die Hydrolysegeschwindigkeit wurde aus dem linearen Anstieg des Kohlendioxid-
Druckes in den ersten Minuten bestimmt. Die Berechnung der spezifischen Aktivitiit
erfolgte nach folgender Formel:

Spez. Akt. =

c [ n Mol
f-m min - mg N ]
Hydrolysegeschwindigkeit in xl COy/min

,0224 (ul CO; pro n Mol Cio-Gruppe)

C =
f=0
m = Stickstoffgehalt des Homogenates im Testansatz in mg,

Ergebnisse

Die N-Carbithoxyaminoséuren sind ziemlich stabile Verbindungen, die bei
neutralen pg-Werten und 37 °C im wiflrigen Medium keine Spontanhydrolyse
zeigen. Nach Inkubation der Verbindungen mit geeigneten Enzympriparaten
war es moglich, die durch enzymatische Hydrolyse entstandenen Aminoséuren
durch Chromatographie oder Elektrophorese zu trennen und durch Anfirbung
mit Ninhydrin sichtbar zu machen. BEine Voraussetzung fiir einen derartigen
Ansatz ist jedoch, dafl das Enzympriparat keine Aminoséuren oder nieder-
molekularen Peptide in gréBerer Menge enthilt, die durch Anfirbung mit Nin-
hydrin den Nachweis stéren kénnten. Dieses Ziel wurde im allgemeinen durch
vorherige Dialyse des Organextraktes erreicht. Schwierigkeiten treten jedoch
auf bei den Priaparaten aus Pankreas, da diese stark proteolytischen Extrakte
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durch Autolyse wahrend der Dialyse und wihrend der Inkubation mit der
Carbithoxyverbindung laufend Aminosauren und andere Ninhydrin-positive
Substanzen nachbilden, die den Nachweis der als Carbathoxyderivat zugege-
benen Aminoséure erschwerten.

Die Ergebnisse werden zusammenfassend in der Tabelle 1 dargestellt. Alle
gepriiften Enzympriparate waren in unterschiedlichem Mafe befahigt, den
N-Carbéithoxyrest von Aminosiuren hydrolytisch zu entfernen. Insbesondere
zeigten die Priparate aus Leber und Niere eine hohe Aktivitit und auch eine

T'abelle 1. Hydrolytische Spaltung von Carbiithoxyaminosiren durch Enzympriparate
aus Organen des Schweines

Spaltung durch Priaparate aus:
Carbiithoxy-Verb. von

Pankreas I Duodenum | Jejunum Leber Niere l Milz
Asp — — —u +u +u (+)u
Asn — — —u +u +u (+)u
Glu - ++ |+ | A | R ++
Gln —u | () | —w | +++ | FH+ +u
Lys(«, £-Di-Ciio-) - — — T | E.ew) (+)
Lys(&-Ciio-) — —- - - - (+)
Arg -O0md | — + |+~>O0mV| ++4 | (+)>O0m?
Orn («, £-Di-Cio-) - - —u (+)u — +u
His - —u | - + +++ +
Gly - +u | (4) ++ ++ ++
Als - + |+ 4| ++
Val +++ | A+ |+ | A | ++
Leu ++ +4+ | 4+ ++ | ++
Te (+) | (Hu | +u + +++ ++
Ser (+) (+) + ++ +++ ++44
The - —~ + +u |+t +
Cys (Di-Cio-) —u —u —u +u +u +u
Cys Cys (Di-Ciio-) —u — - - —u -
Met — + + +++ | +++ ++
Tyr(N,0-Di-Céo-) | +++ | - - (+) + -
Trp +++ — - — (+) -
Phe +++ | ) - + + +
Pro _— _ — {(H)u —_u —u
Hyp — — — —u —u —u

u = Folgereaktionen fithren zu weiteren Ninhydrin-positiven Substanzen

!) Nach dem chromatographischen Verhalten ist die Bildung von Ornithin wahr-
scheinlich.

?) Bildung von N*-Carbiithoxy-lysin wahrscheinlich.

+++ Aminosiiure nach 2stiindiger Inkubation stark sichtbar
+- Aminosiure nach 2stiindiger Inkubation nachweisbar
+ Aminosiure nach 20stiindiger Inkubation nachweisbar
(+) Aminossure nach 20stiindiger Inkubation wahrscheinlich
— Aminosiure nach 20stiindiger Inkubation nicht nachweisbar
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breite Spezifitit. Die Carbéthoxyderivate verschiedener Aminosiuren wurden
namlich nicht mit gleicher Geschwindigkeit hydrolysiert, sondern mit einer
von Organ zu Organ verschiedenen Geschwindigkeit. Dies spricht fiir die Betei-
ligung unterschiedlicher Hydrolasen fiir verschiedene Carbathoxyaminosiuren,
Wihrend einige Carbdthoxyaminosiuren wie zum Beispiel die des Valins,
Leucins und der Glutaminséure fast von allen Enzympriparaten hydrolysiert
wurden, wurden andere hur von ganz bestimmten Organextrakten hydra-
Iysiert. Auffallig in dieser Beziehung sind vor allem die Derivate der aromo-
tischen Aminosduren, die bevorzugt von Pankreasenzymen gespalten wurden.

Cdo-Leucin Cdo=glycin

1,0 1

Exlinktion
o &
> 2

O
&
1
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Enzym - Kontrolle
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Abb. 1. Hydrolyse von N-Carbiithoxynminosiuren mit einem Enzymextrakt aus Schweineleber, Absziese:
Dauer der Inkubation bei 37° C; Ordinate: Extinktlon nach EnteiweiBung und Anfiérbung mit Ninhydrin,
gemessen gegen denp Reagenzien-Leerwert.

Bei anderen Carbiathoxyaminosiuren, die langsamer hydrolysiert wurden, wie
zum Beispiel Carbiithoxyasparaginsiure treten wahrscheinlich nach der pri-
méren Abspaltung des Carbdthoxyrestes weitere Folgereaktionen ein, die zur
Bildung einer ganzen Reihe von Ninkydrin-positiven Substanzen fiithrten. Dies
gilt auch fur Cystein, Prolin und Hydroxyprolin. Derartige Folgereaktionen
becbachtet man anch, wenn man nicht das Carbdthoxyderivat, sondern die
freie Aminosiure mit dem Enzympriparat inkubiert.

Carbathoxyderivate anderer Aminosiduren wurden ebenfalls nach ihrer
Hydrolyse weiter enzymatisch umgesetat, jedoch in ganz charakteristischer
Weise. So konnte bei dem N*-Carbithoxyarginin ein Ubergang zu einer Amino-
séiure beobachtet werden, die nach ihrem chromatographischen Verhalten als
Ornithin identifiziert werden konnte. Dies wiirde bedeuten, dafl die Guanidino-
gruppe noch zusitzlich abhydrolysiert wurde.

Von den Lysinderivaten igt im Gegensatz zur N*-Carbithoxyverbindung
(4) die N*, N*-Dicarbidthoxyverbindung nur sehr langsam hydrolysierbar,
und auch dann wurde der Ubergang zur N*-Carbithoxyverbindung bevorzugt.
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Zur quantitativen Messung der Hydrolyse wurde eine Methode entwickelt,
die es erlaubt, die aus der Carbathoxyverbindung frei werdende Aminosiure
mit Hilfe des Ninhydrin-Testes nach H. RosEN (5) zu bestimmen. Um die
Anfiarbung durch Proteine des Enzympraparates moglichst niedrig zu halten,
wurde nach der Inkubation eine EnteiweiBung mit Perchlorsdure vorgenom-
men. Diese Sdurebehandlung, sowie das nachfolgende Erhitzen mit dem Nin-
hydrin-Reagens wurde von einem groBien Teil der Carbathoxyverbindungen
ohne erkennbare Hydrolyse vertragen, einige jedoch wie z. B. die Derivate
des Valins, Isoleucins und des Methionins wurden hydrolysiert. Die Methode
war damit bei diesen Derivaten nicht anwendbar. Die Abb. 1 zeigt den Gang
der Hydrolyse einiger Carbithoxyaminosiuren mit Leberenzymen und die
Tab. 2 gibt die erhaltenen Hydrolysegeschwindigkeiten an, die im einzelnen
grofle Unterschiede aufweisen. Nach der qualitativen Priifung diirfte im Falle
der N-Carbéithoxyasparaginsiure die erhaltene Ninhydrinfirbung nicht durch
die Asparaginsiure selbst, sondern durch die bei der weiteren Umsetzung ent-
standenen Produkte bedingt sein.

Tabelle 2. Hydrolysegeschwindigkeit von Carbithoxyaminosduren

Hydrolysegeschwindigkeit in # Mol pro min
Carbithoxy-Verb. von (L-N*-Ciio-aminosiuren) u. pro mg N durch Homogenate aus

Leber Niere
Asparaginsiure 2,7 4,3
Glutaminsiure 79 330
Lysin (x, -Di-Ciio-) 0,6 1,6
Arginin 2.5 16
Ornithin (a, &-Di-Ciio-) 1,9 3.9
Histidin 2,0 12
Glyein 26 99
Alanin 21 77
Leucin 49 188
Serin 42 139
Threonin 54 20
Valinl) 112
Tyrosin (N, 0-Di-Cio-) 5,0 36
Tryptophan 2,4 4,4
Phenylalanin 6,1 9

!) Ohne Perchlorsiurebehandlung

Auch die Vollstandigkeit der Spaltung wurde bei einigen Aminosiuren
tberpriift. Wie die Tab. 3 zeigt, waren bei den aufgefithrten Aminosédurederi-
vaten nach 4 Std. oder weniger die angegebenen Werte erreicht, die mit denen
durch Saure-Hydrolyse und nachfolgender Aminosiureanalyse erhaltenen
Werten befriedigend iibereinstimmen.

Die Hydrolyse der Carbiathoxypeptide wurde an zwei Beispielen in Analogie
zur Hydrolyse der Carbithoxyaminosiuren untersucht (Tab. 4). In beiden
Fallen wurden die Peptide zu den Aminosiuren abgebaut und die Carbéthoxy-
gruppe abgespalten. Ein Hinweis auf eine Abspaltung der Carbidthoxygruppe
bei intakt bleibendem Peptid ergab sich in diesen Fillen nicht.
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Tabelle 3. Endwerte der Hydrolyse von Carbdthoxyaminosiuren

Hydrolyse durch Nierenenzyme Siurehydrolyse %)
«, N-Carbiithoxyderivat von Bxtinktlons- Ausbeute 1 o Ausbeute in
(}l{iﬂ'gren(;l‘l)s % dléi Ig;lnfvagge % der Einwaage
Leucin 1,42 96 86
Alanin 1,06 72 74
Serin 1,33 92 90%)
Glutaminsdure 1,22 84 98
Glyein 1,51 104 99

1) Maximale Extinktionsdifferenz zwischen Test und Kontrollansatz, sie sollte bei
Umsatz von 0,5 uMol = 100% 1,45 betragen.

%) 22 Stunden mit 5,7 N-Salzsiure bei 110 °C hydrolysiert.
%) Ein Hydrolysenverlust von 15% wurde beriicksichtigt.

200 4

COp~Eniwicklung (ut}

! 2
Zeit th)

Abb. 2. Manometrische Messung der Hydrolyse von Carbfithoxy-anthoxanthinen durch Enzyme aus Schweine-

leber. Abszisse: Inkubationsdauer bei 37° C: ordinate: Kohlendioxidentwicklung in u1; — : Hydrolyse

mit Enzymen (0,3 mg N pro Ansatz); ----: Spontanhydrolyse; o : 4’-0-Carbdthoxy-naringin; x : 8’-0-Carb-
Hthoxy-hesperidin; +: 7,3’,4'-0-Tricarbithoxy-rutin

Aus der Gruppe der Flavanon- bzw. Flavonol-glykoside wurde die Hydro-
lyse der Carbéthoxyverbindungen des Hesperidins, des Naringins und des
Rutins untersucht. Bei diesen O-Carbidthoxyverbindungen war die mit der
Hydrolyse verbundene Kohlendioxydentwicklung direkt manometrisch mef-
bar. Von allen drei Verbindungen wurden durch die gepriiften Enzymderivate
die Carbithoxygruppen rasch und vollsténdig abgespalten. Die Abb. 2 und die
Tab. 5 geben Auskunft iiber den Verlauf und die Ausbeute der enzymatisch
beschleunigten Hydrolyse.
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Tabelle 4. Hydrolyse von Carbithoxypeptiden

Substanz N_:‘;;ﬁfg:g‘ff:e Pankreas Leber Niere Milz
Ciio-Gly-Leu Gly (+) ++ ++ ++
; Leu ++ +-+ +- +-+
Ciio-Ala-Gly-Gly Ala — + ++ ++
Gly ++ ++ ++ ++

++ Aminosiure nach 2stiindiger Inkubation nachweisbar
+ Aminosdure nach 20stiindiger Inkubation nachweisbar
{+) Aminosiure nach 20stiindiger Inkubation wahracheinlich
— Aminosiiure nach 20stiindiger Inkubation nicht nachweisbar

Tabelle 5. Enzymatische Hydrolyse der Carbdthoxyverbindungen
von Flavanon- und Flavonol-glykosiden

Hydrolyse in Gegenwart von Enzymen aus;
. | _Darm- Leber Wi
iggg P g;i’;"’f“ Endwert S‘ée::" Endwert | $poze | Bndwert
Substanz Bydro-| g oqchwin- gchw. ) Gﬁf&v’v'
iﬁi?/ digkoit’) o il o d. | min % d
min "Mn‘;]glgﬂ" Mol {’h‘}) x?lgl% uMol ffl_,j mgN | «Mol 141’1‘,5
3'-0-Carbithoxy-
hesperidin 2 10 [>59|>60! 547 [9,2] 92 [ 168 | 89| 89
4"-0-Carbiithoxy-
Daringin 2 44 89l 89| 805 [ 94| 94 | 302 | 89| 89
7,3,4"-0-Tricarb-
ithoxy-rutin 6 78 |27 | 60] 108 [234 | 78 | 156 |26 | 87

') Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse bei 37 °C im Bikarbonatpuffer bei pr 7,2
bro mg N des Homogenates.
*) Endwert bezogen auf die eingesetzte Substanzmenge.

Diskussion

) Die durch frithere Untersuchungen von LaANG et al. (4) bereits angedeutete
brinzipielle Spaltharkeit von Carbdthoxyverbindungen von in der Natur vor-
kommenden Aminosiuren und Anthoxanthinen konnte mit Enzympriparaten
aus Schweineorganen weitgehend bestitigt werden. Nicht nur die Enzyme des
Darmtraktes sind zu diesen Spaltungen befihigt, sondern gerade Extrakte aus
Inneren Organen waren hierfiir geeignet. Bei der vorliegenden Untersuchung
Wurden als Enzymquelle ausschlieBlich Schweineorgane verwendet, da die
hydl‘OIytischen Enzyme des omnivoren Schweines eine gewisse Ahnlichkeit
it den menschlichen Hydrolasen haben diirften. Bei den Aminosiurederi-
vaten konnte in den Fillen, wo die erwartete Aminosiure nicht nachgewiesen
werden konnte, gezeigt werden, daB durch einen weiteren Metabolismus Nin-
hyd-l'in-positive Substanzen entstehen, fiir deren Bildung die Abspaltung der
Carbéithoxygruppe vorausgesetzt werden kann. Es ist verstindlich, daB je nach
Artder Enzympriparation diese Folgereaktionen verschiedenartig ausfallen oder
unter Umstinden auch unterbleiben kénnen, sodaB dann der Nachweis der
betreffenden Aminosdure gelingt. Wir sehen deshalb keinen Widerspruch zu
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den Arbeiten von Lanc et al. (4), die mit Priparaten aus Rinderorganen zum
Beispiel Prolin nach der Hydrolyse direkt nachweisen konnten. Auch auf die
Spaltung von N,S-Dicarbithoxycystein folgten weitere Umsetzungen. Das
Cystinderivat wurde nur langsam umgesetzt. Es sieht so aus, als ob erst eine
Reduktion zur SH-Verbindung notwendig wire, die unter unseren oxydativen
Bedingungen |nicht stattfinden konnte. Als sehr bestindig erwies sich auch die
Ne.Carbéathoxyverbindung des Lysins, deren Bildung jedoch unter den Bedin-
gungen der normalen Anwendung des Pyrokohlensiduredidthylesters, d. h. im
sauren pm-Bereich, nicht nachweisbar ist (3).

Die beiden untersuchten N-Carbithoxy-Peptide wurden ebenfalls von den
Organextrakten hydrolysiert und die Carbathoxygruppe in demselben MaBe
hydrolysiert, wie es aus der Betrachtung der einzelnen Aminosiurederivate zu
erwarten war,

Die O-Carbithoxyverbindungen der Anthoxanthine wurden durch alle
gepriften Enzympriparate glatt hydrolysiert.

Zusammenfassung und Literatur siehe Teil 2.
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