
Zeitschrift fiir Ern ihrungswissenschaft 
Journal of Nutritional Sciences �9 Journal des Sciences de la Nutrition 

Band 9 Heft 1 Mai 1968 

Au~ dem bio~hemischen Laboratorium der Farben]abriken Bayer AG, 
Wuppertal-Elberfdd 

Zur Kenntnis des Pyrokohlens~iurediiithylesters 

1. Enzymatische Hydrolyve yon Carb~thoxyverbindungen 
yon Getriinkeinhaltsstoffen 

Von E. R~uv,~BuSOK 

Mit 2 Abbildungon und 5 Tabellen 

(Elngegangen am 26, August 1967) 

Der Pyrokohlens~uredi~thylester (Baycovin R) 1), der zur Entkeimung yon 
Getr~nken verwendet wird, zerf~llt in witl3riger LSsung in •thanol, Kohlen- 
dioxid und Wasser. In geringem Ausma• treten jedoch Nebenreaktionen ein, 
die zur Carbt~thoxylierung yon Getr~nke-Inhaltsstoffen fiihren. Dabei werden 
entweder Hydroxylgruppen, Sulfhydrylgruppen oder prim/ire und sekund~re 
Aminogruppen earb~thoxyliert. Uber diese Reaktionen wurde bereits yon 
anderer Seite berichtet (1, 2, 3, 4). 

Zum Nachweis der gesundheitlichen Unbedenl~liehkeit dieser Carbitthoxy- 
verbindungen war zur Ergiinzung der bisher durchgefiihrten Untersuchungen 
das bioehemische Verhalten der Verbindungen gegenfiber den hydrolytischen 
Enzymen des tierisehen Organismus zu prfifen. Nach LA~o et al. (4) werden 
versehiedene dieser Verbindungen, wie Di~thylcarbonat und die Carbi~thoxy- 
derivate von Pflanzenphenolen, Hydroxys~uren und einiger Aminos~uren, 
bereits durch die Enzyme des Verdauungstraktes enzymatisch zu den Aus. 
gangsverbindungen sowie •thanol und Kohlendioxid hydrolysiert; sie sind 
damit gesundheitlich unbedenklich. 

Diese Untersuehungen wurden sowotfl in qualitativer als aueh in quan- 
titativer Hin~ieht erweitert. So wurden die Carb/~thoxyderivate aUer in Pro- 
teinen vorkommenden Aminos/~uren auf ihre enzymatisehe Spaltbarkeit 
geprfift. AuBerdem wurde ein N-Carb/~thoxydipeptid und ein Iq.Carb&thoxy- 
tripeptid sowie einige O-Carb/~thoxy-flavanon- und -flavonol-glykoside unter- 
s u e h t ,  

Uber die Synthese und die chemischen Eigensehaften dieser Derivate wird 
im 2. Toil dieser Mitteilung berichtet. 

x) Warenzeichen der Farbenfabriken Bayer AG, Leverkusen 
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Experimenteller Teil 

Herstellung der Homogenate 

Aktiviertes Pankreas-Homogenat 

100 g fettfreies Pankreasgewebe yore Schwein wurde zusammen mit 10 g abgeschabter 
Sehleimhaut vomDiinndarm und 50 ml 0,1 M Phosphatpuffer pE 7,1 im Starmix homogeni- 
siert. Das Homogenat wurde 1 Stunde bei 30 ~ C inkubiert und danach 5 min bei 39000 • g 
zentrifugiert. Der ~berstand wurde bei 0 ~ C im Visking-Dialysierschlaueh 5 Std. gegen 
0,05 M Phosphatpuffer pH 7,1 dialysiert. In der Innenfliissigkeit ha t~  sich ein Niederschlag 
gebildet, der abzentrffugiert wurde. Bet Gehalt an Aminos~uren im ~berstand war jedoeh 
immer noeh zu hoch, so dab nochmals 5 Std. dialysiert wurde. 

Volumen der Innenfliissigkeit 180 ml. Die Enzyml6sung wurde in Portionen yon 5 ml 
eingefroren und bei --20 ~ aufbewahrt. SticksC~ffgehalt nach KJEL1)AHL 4,95 mg/ml. 

A u/arbeitung der DarmschIeimhaut 
Duodenum: 1,10 m Duodenum vom Schwein wurde vorsichtig ausgewaschen, der 

Darm aufgesclmitten und die Schleimhaut abgesehabt (53 g). Die Sehleimhaut wurde in 
50 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,1 homogenisiert und 6 Std. bei 0 ~ C gegen 0,01 1~I Phos- 
phatpuffer pH 7,1 dialysiert. Die Innenfliissigkeit wurde 10 min bei 39000 • g zentrifu- 
giert und der Uberstand (49 ml) in 5 ml Portionen eingefroren. Stickstoffgehalt naeh 
KJELI))~L 7,35 mg/ml. 

Jejunum: 1,0 m Jejunum vom Schwein ergab 43 g Darmsch]eimhaut und wurde, wie 
ffir Duodenum besehrieben, aufgearbeitet. Endvolumen 37 ml, Stickstoffgehalt naeh 
KJ~LDA~. 5,08 mg/ml. 

Leberhomogenat 
100 g Schweineleber wurden in 100 ml 0,05 M-Trispuffer pH 7,5 im Starmix homogeni- 

siert. Das Homogenat wurde 10 min bei 39000 • g zentrifugiert und der ~Tberstand 6 Std. 
bei 0~ in einem Visking-Dialysierschlaueh gegen dest. Wasser dialysier$. Nach der Dialyse 
wurde die Innenflfissigkeit dureh Zentrffugieren (20 min bei 39000 • g) gekl~rt. Der ~oer- 
stand yon 138 ml wurde in 10 ml Portionen eingefroren. Stiekstoffgehalt nach KJELDAHL 
7,60 mg/ml. 

Nierenhomogenat 
100 g Schweineniere wurden, wie fiir die Leber beschrieben, aufgearbeitet. Endvolu- 

men 118 ml, Stickstoffgehalt nach KJELDAHL 7,94 mg/ml. 

Qualitativer Nachweis der Hydrolyse der Carbiithoxyaminosduren 
Die Carb~thoxyverbindung der Aminos~ure wurde mit dem Homogenat 2 bzw. 20 Std. 

bei 37 ~ inkubiert. Der Ansatz und die Kontrollen hatten folgende Zusammensetzung: 

zusammensetzung Ansatz K~ Kffi 

Organhomogenat 
0,05 M Phosphatpuffer pH 7,1 
0,05 M Carb~thoxyaminosiiure 
Wasser 

0,5 ml 
0,5 ml 
0,5 ml 

0,5 ml 
0,5 ml 

0,5 ml 

M 

0,5 ml 
0,5 ml 
0,5 ml 

Die Kontrolle K 1 dient zur Festlegung der durch das Homogenat verursachten Nin- 
hydrinflecken, die Kontrolle Kj muB die Best~ndigkeit der Carb~thoxyverbindung unter 
den Inkubationsbedingungen beweisen. 
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Die Trennung und Identifizierung der Aminos~iuren wurde sowohl durch Diinnsehicht- 
ehromatographie als auch durch Papier-]~lektrophorese vorgenommen. Neben einer Probe 
des Ansatzes und der Kontrollen K1 und Ks wurde die nachzuweisende Aminos~ure im 
Gemisch mit der Kontrolle K1 aufgetragen. 

Dfinnschichtehromatographie: Platten beschichtet mit Kieselgel G, LSsungsmittel" 
~thanol (96%ig)/NHs (25%ig) = 67/33 (V]V). Aufgetragen wurden je 1 jul. Anf~rbung 
mit Ninhydrim 

Papierelektrophorese: Je 2 /~l der LSsungen wurden auf Whatman Nr. 1 -Papier auf- 
getragen, das zuvor in Puffer (Ame~sens~ure 50 ml, ~Essigs~ure 150 ml mit Wasser ad 1 l; 
p~ 1,8) getr//nkt und a, bgepretlt worden war. D~e Elektrophorese lief I Std. mit 1200 V. 

In analoger Weise wurde aueh die Hydrolyse der CarbEthoxypeptide untersucht, 

Bestimmung der HydrolysegesJ~windigkeit der Carbb~thoxyaminosi~uren mit der 
Ninhydrinmethode 

Die Carbiithoxyaminosiiure wurde hei 37 ~ mit dem 1-Iomogenat inkubiert. 

Ansatz: A (ml) K1 (ml) K~ (ml) 

Homogenat 
0,05 M Phosphat pH 7,1 
0,05 M Ciio-Aminos~ture i) 
Wasser 

1,0 
7,0 
2,0 

1,0 
7,0 

2,0 

7,0 
2,0 
1,0 

Probenahme 1,0 ml nach 0, 30, 60, 90, 120 und 240 min nach Zugabe des Homogenates 
bzw. der C~o-Aminos6.ure. Die Probe wurde zur EnteiweiBung sofort naek der Entnahmo 
in eine im Eisbad stehende LSsung yon 0,4 ml I N Perehlorsiiure gegeben. Nach 3 rain 
Stehen wurden 0,6 ml eines Gemisches aus 0,4 ml 1 N-Kalilauge und 0,2 ml 0,2 M-Phosphat- 
puffer p~ 7,1 zugegeben. Die Suspension wurde zentrifugiert und vom Uberstand 0,1 m] 
zum Ninhydrin-Test nach H. R o s ~  (5) gegeben. Die Extinktionen wurden in der 1 cm- 
Kiivette gegen einen Kontrollansatz mit den Reagenzien des Ninhydrintests gemessen. 
In  diesem Test wurden folgende Extinktionen (E) ffir 1 /~Mol der Aminos~uren im Test- 
ansatz gefunden: 

1 e m  
E 570 nm 

Lys, Orn 3,02 
Tq~ 2,7~ 
Asp, Glu, Arg ) 
His, Gly, Ala, Lou, Ser, I 2,90 
Thr, Tyr, Phe 

Infolge einer langsamen Autolyse der Enzyml6sungen ergibt die Kontrolle K, einen 
langsamen, ffir die Enzyml6sung charakteristischen Anstieg, dessen Mittelwert aus 5 bis 
6 Ans~tzen ermittelt und yon dem Mel3wert abgezogen wurde. Ffir das Enzympr~parat 
aus Leber betrug die Extinktionszunahme pro Minute und nag N 7,5 �9 I0 -s, fiir das Pr~- 

n Mol 
parat aus Niere 8,4 �9 10 -~. I)iese Wert~ w~rden einen Umsatz yon 2,6 bzw.2,9 rain" mg N 
vort~usehen. 

Die KontroUe K2 yon der spiiter nut noeh nach 0 und 240 rain Proben gezogen wurden, 
sollt~ zeigen, ob eine Spontanhydrolyse der Carb~thoxyverbindung wiihr~nd Inkubation, 
EnteiweiBung und Ninhydrintest das Ergebnis verf~iseht. Eine solche Spontanhydrolyse 
~st nur in Einzelf~llen aufgetreton, die dann nicht ~usgewertot wurden. 

~) Abk~rzung: C~o. = Csrb~thoxy. 

1' 
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Die Berechnung der spezifisehen Aktivit~t erfolgte nach folgender Formeh 

- - [ n M o l .  _] Spez. Akt. ~ (Et Eo) EK [ rain 
E.4 " t . m . d  - m g N J  

Et ---- Extinktion zur Zeit t 
Eo = Extinktion zur Zeit o 

EK ----- Extinktionsdifferenz des Kontrollansatzes K~ zwischen Zeit tund  to 
E~ ~ Extinktion yon 1 n Mol Aminos~iure im Testansatz 

t ---- Inkubationszeit (rain) 
m ~- N-Gehalt des Homogenates nach KJ~.L~AHL (mg/ml) 
d ---- Verdiinnung im Testansatz, bei vorliegendem Ansatz ~ I/~00 

Die Bestimmung der Hydrolysegeschwindigbeit der Carb~ithoxyderivate der Antho- 
xanthine 

Die ttydrolyse der Anthoxanthine wurde im Bicarbonatpuffer durehgeffthrt und die 
Entstehung yon Kohlendioxyd im Warburg-Apparat manometrisch gemessen. 

Testzusammensetzung: 
0,1 M-NaHCO, 0,2 ml 
0,01 M-Carb~thoxyverbindung 1,0 ml 
Wasser 0,3 ml 
Homogenat 0,5 ml 

Im Gasraum Ar mit 5% CO~. 

])as Homogenat befand sich im Seitengef'dB und wurde naeh dem Temperieren ein- 
gekippt. Die Ans~tze wurden bei 37 ~ C mit einer Schiittelgesehwindigkeit yon 120 Schl~gen 
pro rain inkubiert. 

Die Carb~thoxyverbindungen wurden mit etwas Dimethylformamid und wenig Wasser 
vorgel6st und dann auf das Endvolumen aufgefifillt. Das Triearb~ithoxyrutin war auch auf 
diese Weise nicht in I~Ssung zu bringen, es wurde als Suspension eingesetzt. 

Die Hydrolysegeschwindigkeit wurde aus dem |inearen Anstieg dos Kohlendioxid- 
Druekes in den ersten Minuten bestimmt. Die Berechnung der spezifischen Aktivit~t 
erfolgte nach folgender Formel: 

C [ nMol ] 
Spez. Akt. -- / .  m rain" mg N- 

C = Hydrolysegeschwindigkeit in/~1 OOi/min 
/ ~ 0,0224 (pl COl pro n Mol Ci~o-Gruppe) 

~n = Stickstoffgehalt des Homogenates im Testansatz in rag. 

Ergebnisse 

Die N-Carb~thoxyaminos~uren aind ziemlich stabile Verbindungen,  die bei 
neutra len pH-Werten und  37 ~ im w~Brigen Medium keine Spontanhydro lyse  
zeigen. Naeh Inkuba t ion  der Verbindungen mit  geeigneten Enzympr~pa ra t en  
war es m6glich, die durch enzymatisehe Hydro lyse  ents tandenen Aminos~uren 
durch  Chromatographie  oder Elektrophorese zu t rennen und  dutch  Anf~rbung 
mit  Ninhydr in  siehtbar zu maehen.  Eine Voraussetzung fiir einen derart igen 
Ansatz  ist jedoch, dab das E n z y m p r ~ p a r a t  keine Aminos~uren oder nieder- 
molekularen Pept ide  in gr6{~erer Menge enth~lt,  die durch  Anfs  mi t  Nin.  
hydr in  den Naehweis stSren kSnnten.  Dieses Ziel wurde im aIlgemeinen dureh 
vorherige Dialyse des Organextraktes  erreieht. Sehwierigkeiten t re ten  jedoch 
au f  bei den Pr~para ten  aus Pankreas ,  da diese s tark  proteolyt ischen E x t r a k t e  
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durch Autolyse wiihrend der Dialyse und w~hrend der Inkubation mit der 
Carb~thoxyverbindung laufend Aminosguren und andere Ninhydrin-positive 
Substanzen nachbilden, die den Nachweis der als Carb~thoxyderivat zugege- 
benen Aminos~ure erschwerten. 

Die Ergebnisse werden zusammenfassend in der Tabelle 1 dargestellt. Alle 
geprfiften Enzympr~parate waren in unterschiedliehem MM3e bef~higt, den 
N-Carbiithoxyrest yon Aminosguren hydrolytisch zu entfemen. Insbesondere 
zeigten die Prs aus Leber und Niere eine hohe Aktivitgt und auch eine 

TabeUe 1. HydrolyCische Spaltung yon Carbgthoxyaminoagren durch Enzympriiparate 
aus Organen des Schweines 

Carbiithoxy-Verb. yon 
Pankreas Duodenum Milz 

Asp 
Ash 
Glu 
Ghl 

F + +  
(+) 

Spaltung d~ch PrKparate a~: 
i Jejunum Leber Niere 

- - u  + u  + u  
- - u  + u  + u  
+ +  + + +  + + +  
- - u  + + +  + + +  

Lys (~, s-Di-C~o-) 
Lys (e-C~o.) 
Arg 
Orn (c~, e-Di-Ciio-) 
H i s  

Ala 
Val 
L~u 
Ile 

S e t  

Thr 
Cys (Di-C~o-) 

Met 

Tyr (N,0-Di.Ciio.) 
T~ 
Phe 
Pro 
Hyp 

D 

--+ Orn 1 

(+) 

(+) 

- - U  

- - U  

+ + +  
+ + +  
+ + +  

m 

D 

~ t  

+~  
(+) 
+ +  
+ +  

(+)1 

(+) 

- - ' t  

+ 

(+) 

m 

+ 
w U  

(+) 
+ 

+ +  
+ +  
+ u  

+ 
+ 

+ 

m 

m 

+,  --+Ore 1) 
(+)u 

+ 

+ +  
+ +  

+ + +  
+ +  
+ 

+ +  
+ u  
+ u  

+ + +  

(+) 

+ 
(+)u 

- - ' U  

+____. e 2 ) 

+ +  

+ + +  

+ +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  

+ + +  
+ + +  

+ u  

- - U  

+ + +  

+ 
(+) 
+ 

~ U  

- - U  

u -~ Folgereaktionen fiihren zu weiteren Ninhydrin-positiven Substanzen 

~) Nach dem chromatographischon Vorhalten ist die Bildung yon 
scheinlich. 

~) Bildung yon Ne-Carbgthoxy-lysin wahrschein]ich. 

+ + + Aminosgure nach 2stiindiger Inkubation stark sichtbar 
+ + Aminosgure nach 2stiindiger Inkubation nachweisbar 

+ Aminos~ure nach 20stiindiger Inkubation nachweisbar 
(+) Aminos~ure nach 20stiindiger Inkubation wahrscheinlich 

- -  Aminosgure nach 20stiindiger Inkubation nicht nachweisbar 

( + ) u  
( + ) u  
+ +  
+ u  

(+) 
(+) 

(+)-+Orn 1) 
+ u  
+ 

+ +  
+ +  
+ +  
+ +  
+ +  

+ + +  
+ 

+ u  

+ +  

+ 

~ U  

Ornithin wahr- 
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breite $pezifit/tt. Die Carbiithoxyderivate versehiedener Aminoss wurden 
n~mlieh nicht mit gleieher Gesehwindigkeit hydrolysiert, sondern mit einer 
yon Organ zu Organ versehiedenen Geschwindigkeit. Dies sprieht fiir die Betei- 
ligung untersehiedlicher Hydrolasen fiir ~ersehiedene Carb/s162 
W/~hrend einige Carbi~thoxyaminosfi, uren wie zum Beispiel die des Valins, 
Leueins und der Glutamins~ure fast yon allen Enzymprgparaten hydrolysiert 
warden, wurden andere ~ur yon ganz bestimmten Organextrakten hydra- 
lysie, rt. Auff~llig in dieser Beziebung sind vor allem die Derivate der aromo- 
tischen Aminos/~uren, die bevorzugt yon Pankreasenzymen gespalten wurden. 

0,2 ~ ,t ;s ~ ' -~nzy~ - Kon,r_ol_~ 

I -  . . . . . .  . . . . . . .  
I 2 3 ,~ 5 

Zeit fh) 

Abb. 1. Hydrolyse yon ~-Carb~t~hoxyaminos~iuren mit einem Enzymextrakt  aua Schweineleber. Abszlsse: 
Dauer der Inkuhation bei 37 ~ C; Ordinate; :Extinktton nach Enteiweii3ung und Anfli~bunt~ mit  Nlnhydrin, 

gemeaae~ gegeu den l~cagcnzien-Leerwcrt. 

Bei anderen Carb~t, hoxyaminos/iuren, die ]angsamer hydrolysiert wurden, wie 
zurn BeispieI Carb~thoxyasparagins~ure treten wahrscheinlieh naeh tier pri- 
m~ren Abspaltung des Carb~thoxyres~es weitere Folgereaktionen ein, die zur 
Bildung einer ganzen ]~eihe yon Ninhydri~-positiven Substanzen fiihrten. Dies 
gilt such fiir Cystein, Prolin und Hydroxyprolin. Derartige Folgereaktionen 
heobachte$ man such, wenn man nieh$ das Carb~hoxyderiva~, sondern die 
freie Aminos~ure mit clem Enzymprs inkubiert. 

Caxb~thoxyderivate anderer Aminosi~uren wurden ebenfalls naeh ihrer 
Hydrolyse welter enzymatisch umgese~z~, jedoeh in ganz charakteristiseher 
Weise. So konnte bei dem Na-Carb/tthoxyarginin ein 0bergang zu einer Amino- 
s~ure beobachtet werden, die nach ihrem ehromatographischen Verhalten als 
Ornithin identifiziert werden konnte. Dies w/irde bedeuten, dab die Guanidino- 
gruppe noeh zus/~tzlich abhydrolysiert wurde. 

Von den Lysinderivaten ist im Gegensatz zur N~-Carb/~thoxyverbindung 
(4) die N =, N~-Diearb/~thoxyverbindung nur sehr Jangsam hydrolysierbar, 
und such darm wurde der Ubergang zur N~-Carb/i, thoxyverhindung bevorzugt. 
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Zur quantitativen Messung der Hydrolyse wurde eine Methode entwickel~, 
die es erlaubt, die aus der Carbi~thoxyverbindung frei werdende Aminoss 
mit Itilfe des Ninhydrin-Testes nach H. Rosv.N (5) zu bestimmen. Um die 
Anf~irbung durch Proteine des Enzympri~parates mSglichst niedrig zu halben, 
wurde nach der Inkubation eine Enteiwefl3ung mit Perchlors~ure vorgenom- 
men. Diese S~urebehandlung, sowie das nachfolgende Erhitzen mit dem Nin- 
hydrin-Reagens wurde yon einem gro~en Tell der Carb~thoxyverbindungen 
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 Carb~thoxyaminosiiuren mit Leberenzymen und die 
Tab. 2 gibt die erhaltenen Hydrolysegeschwindigkeiten an, die im einzelnen 
grol~e Unterschiede aufweisen. Nach der qualitativen Priifung dfirfte im Falle 
der N-Carbs die erhaltene Ninhydrinf~rbung nicht durch 
die Asparagins~ure selbst, sondern durch die bei der weiteren Umsetzung ent- 
standenen Produkte bedingt sein. 

Tabelle 2. Hydrolysegeschwindigkeit von Carb~thoxyaminos~uren 

Carb~ithoxy-Verb. von  (L-Na-Cito-aminos~uren) 

Asparagins~ure 
Glutamins~ure 
Lysin (~, e-Di-Ciio-) 
Arginin 
Ornithin (~, e-Di-C~o-) 
Histidin 
Glycin 
Alanin 
Leucin 
Serin 
Threonin 
Valin~) 
Tyrosin (N, O-Di-C~io-) 
Tryptophan 
Phenylalanin 

Hydrolysegeschwindigkei t  in  n Mol pro rain 
u. pro mg 1~ du tch  Homogenate  a u s  

Leber 

2,7 
79 

0,6 
2,5 
1,9 
2,0 

26 
21 
49 
42 
5,4 

~) Ohne Perchlors~urebehandlung 

5,0 
2,4 
6,1 

N i e r e  

4,3 
330 

1,6 
16 

3,9 
12 
99 
77 

188 
139 
20 

112 
36 

4,4 
9 

Aueh die Vollst~ndigkeit der Spaltung wurde bei einigen Aminos~uren 
iiherpriift. Wie die Tab. 3 zeigt, waren bei den aufgefiihrten Aminos~urederi- 
vaten naeh 4 Std. oder we,tiger die angegebenen Werte erreicht, die mit denen 
dutch S~iure-Hydrolyse und naehfolgender Aminosaureanalyse erhaltenen 
Werten befriedigend fibereinstimmen. 

Die Hydrolyse der Carb/~thoxypeptide wurde an zwei Beispielen in Analogie 
zur Hydrolyse der Carb~thoxyaminoss untersucht (Tab. 4). In beiden 
l~llen wurden die Peptide zu den Aminos~uren abgebaut und die Carb~thoxy- 
gruppe abgespalten. Ein Hinweis auf eine Abspaltung der Carb~thoxygruppe 
bei intakt bleibendem Peptid ergab sich in diesen F~llen nicht. 
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Tabelle 3. Endwerte der Hydrolyse yon Carb~thoxyaminosEuren 

Hydrolyse dure, h Nierenenzyme S~urehydrolyse *) 
=, N-Carb~tthoxyder[vat yon Extinktions- Ausbeute in Ausbeute in 

differenz ~) % der Elnwaage % der Etnwaage 

Leuein 

Alanin 

Serin 

G]utaminsiiure 

Glyein 

1,42 

1,05 

1,33 

1,22 

1,51 

96 

72 

92 

84 

104 

86 

74 

90") 

98 

99 

~) Maximale Extinktionsdifferenz zwisehen Test und Kontrollansatz, sic sollte bei 
Umsatz yon 0,5 pMol = 100~o 1,45 betragen. 

=) 22 Stunden mit  5,7 N-SMzs~ure bei 110 ~ hydrolysiert. 

*) Ein Hydrolysenverlust yon 15% wurde beriicksichtigt. 

200 

ff 

-___~_~ _----_--_ffi_r ~_=:-S-=:-~ g ~ .  = ~ r ~ ' ~  "= .-~ ~ r-~ ~. , 

I 2 3 
Zeit th} 

Abb. 2. Manometrtsche Messung der Hydrolyse yon Carb~thoxy-anthoxanthinen durch Enzyme aus Schweine- 
leber. Absztsze: Inkubatlonsdauer bei 37 ~ C; ordinate: Kohlendioxidentwtcklung in pl: - -  : Hydrolyse 
mit Enzymen (0,3 mg N pro Ansatz); .... : Spontanhydrolyse; o : 4'-O-Carb~thoxy-narlugin; • : 3'-O-Carb- 

~thoxy-hesperidin; + : 7,3',4'-O-Tricarbitthoxy-rutin 

A u s  d e r  G r u p p e  d e r  F l a v a n o n -  bzw.  F l a v o n o l - g l y k o s i d e  w u r d e  die  H y d r o -  
lyse  de r  C a r b ~ t h o x y v e r b i n d u n g e n  des  H e s p e r i d i n s ,  des  N a r i n g i n s  u n d  des  
R u t i n s  u n t e r s u c h t .  Be i  d iesen  O - C a r b ~ t h o x y v e r b i n d u n g e n  w a r  d ie  m i t  d e r  
H y d r o l y s e  v e r b u n d e n e  K o h l e n d i o x y d e n t w i e k l u n g  d i r e k t  m a n o m e t r i s e h  m e 6 -  
bar .  V o n  a l l en  d re i  V e r b i n d u n g e n  w u r d e n  d u r e h  d ie  gep r f i f t en  E n z y m d e r i v a t e  
d ie  C a r b ~ t h o x y g r u p p e n  r a s e h  u n d  v o l l s t ~ n d i g  a b g e s p a l t e n .  D i e  A b b .  2 u n d  die  
T a b .  5 g e b e n  A u s k u n f t  f iber  d e n  V e r l a u f  u n d  d ie  A u s b e u t e  d e r  e n z y m a t i s e h  
b e s c h l e u n i g t e n  H y d r o l y s e .  
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Tabellr 4. Hydrolyse yon Carb~thoxypeptiden 

Substanz Nachgewiesene Niere Mllz 
Amtnoagu~e 

C~o-Oly-Leu 

Cito-Ala-Gly-Gly 

Gly 
Leu 
Altr 
G~y 

Pankreas  Lcber 

(+) + +  
+ +  + +  

+ +  + +  

~--~ Aminos~ure nach 2stiindiger Inkubation nachweisbar 
-b Aminos~ure nach 20stiindiger Inkubation naehweisbar 

(-b) Aminos~ure nach 20sttindiger Inkubation wahrscheinlich 
Aminos~ure nach 20stiindiger Inkubation nicht nachweiabar 

§  
+ +  
+ §  
+ +  

Tabelle 5. Enzymatische Hydroiyse der Carbgthoxyverbindungen 
von Flavanon- und Flavonol-glykosiden 

+ +  
+ +  
+ +  
+ +  

Spon- 
t,ano 

Substanz Hydro .  
lys~ ~) 

[ n ~ o l l  
-----.-.--_. I mtn 

3'.O-Carb~thoxy. I hesperidin 2 
4'-0-Carbgthoxy- 
naxingin 2 
7,3',4~-0-Tric~rb_ 
~thoxy.rutin 6 

Darm. 
Pankreas 

Spez.- 
Geschwin- 
dtgkeil~ ~) 

nMol/min 
mgN 

78 I 27 I 901 19S 123,4 

92 168 I 8'91 
94 30218,9 I 

7s 1~6 /~6 / 

l tydrolyse in Gcgenwart  yon :Enzymen aus ; 

.Leber .N iere 

" Geschw. { Isohw. ~)l n~oll i 
�9 } n~ , Io l ]  | , ~ n  I I o/  d 

t I i 

89 
89 
87 

~) Anfangageschwindigkeit dor Hydrolyse bei 37 ~ im Bikarbonatpuffer bei p~ 7,2 
pro mg N des Homogenates. 

s) Endwert bezogen auf die eingesetzte Substanzmenge. 

Diskussion 
Die durch frfihere Untersuehungen yon LA~o et al. (4) bereits angedeutete 

prinzipielle Spaltbarkeit von Carbgthoxyverbindungen yon in der Natur vor- 
ommenden Aminosguren und Anthoxanthinen konnte mit Enzymprgparaten 

aus Schweineorganen weitgehend best~gigg werden. Nichg nur die Enzyme des 
Darmtraktea sind zu diesen Spaltungen befs sondern gera~le Extrakte aus 
inneren Organen waren hierfiir geoigne$. Bei der vorliegenden Untersuchung 
WUrden als Enzymquelle ausschlieBlieh Schweineorgane verwendet, da, die 
hydrolytischen Enzyme des omnivoren Sehweines eino gewisse Ahnlichkeit 
m/t den mensehliehen ttydrolasen haben diirften. Bei den Aminosgurederi- 
vaten konnte in den Fi~llen, we die erwartete Aminos&ure nieht nachgewiesen 
werden konnte, gezeigt werden, dab dutch einen weiteren Metabolismus Nin- 
hydrin-positive Substanzen entstehen, fiir deren Bildung die Abspaltung der 

arbgthoxygruppe vorausgesetzt werden kann. Es is~ verst~ndlich, dab je nach 
Art der Enzympriiparation diese Folgereaktionen versehiedenartig ausfallen oder 
Unter Umst/tnden auch unterbleiben k6nnen, soda• dann der Naehweis der 
betreffenden Amiuos&ure gelingt. Wir sehen deshalb keinen Widersprueh zu 



10 Zeit~chri]$ ]fir Erndhrungswizsenscha]t, Band 9, He/t I 

den Arbeiten von LA•G et al. (4), die mit Pr~paraten aus Rinderorganen zum 
Beispiel Pro[in nach der Hydrolyse direkt nachweisen konnten. Auch auf die 
Spaltung yon N,S-Dicarb~thoxycystein folgten weitere Umsetzungen. Das 
Cystinderivat wurde nur langsam umgesetzt. Es sieht so aus, als ob erst eine 
Reduktion zur SH-Verbindung notwendig ware, die unter unseren oxydativen 
Bedingungen lnicht stattfinden konnte. Als sehr bests erwies sich auch die 
N~-Carb~thoxyverbindung des Lysins, deren Bfldung jedoch unter den Bedin- 
gungen der normalen Anwendung des Pyrokohlenss d. h. im 
sauren pH-Bereich, nicht nachweisbar ist (3). 

Die beiden untersuchten N-Carb~thoxy-Peptide wurden ebenfalls yon den 
Organextrakten hydrolysiert und die Carb~thoxygruppe in demselben MaBe 
hydro]ysiert, wie es aus der Betrachtung der eh~zelnen Aminos~urederivate zu 
erwarten war. 

Die O-Carb~thoxyverbindungen der Anthoxanthine wurden dureh alle 
geprfiften Enzympraparate glatt hydrolysiert. 

Zusammenfassung und Litera~ur siehe Tell 2. 

Anschrift des Verfassers: 
Dr. •. RAUENBUSCH, Biochomisches Laboratorium der FarbcnfabrJken Bayer AG, 

56 Wuppertal-Elberfeld 


