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In einer fritheren Arbeit von uns, in welcher die Qualitit von Trigonel-
lasamenprotein allein und in einer Mischung mit Maismehl untersucht
wurde, konnte bei allen mit Trigonellasamenmehl als Proteinquelle gefiit-
terten Tieren eine verstirkte Hamolyseneigung der Erythrozyten beob-
achtet werden (7). Dies wird auf den Gehalt der Samen an Sapogeninen
zuriickgefiihrt, deren Fraktion sich aus folgenden Komponenten zusam-
mensetzt: 40,4 % Diosgenin, 16,1 % Yamogenin, 12 % Gitogenin, 10,2 %
Tigogenin, 7,8 % Neotigogenin, 5,2 % Yuccagenin und 0,6 % Lilagenin (12).
Die Auswertung der dartiber bekannten Literatur zeigt, da3 die Sapoge-
nine normalerweise in verhéltnismiaflig geringen Konzentrationen vor-
kommen (0,98-1,41 % d. TS) (4, 11) und relativ schlecht resorbiert werden
(19, 20). Die resorbierten Sapogenine wirken nach den Angaben von
Tschesche und Wulf (18, 19) hamolytisch.

Wir vermuteten daher einen Zusammenhang zwischen Hohe und Qua-
litdt der Proteinversorgung des Organismus einerseits und dem Grad der
Hamolyseneigung der Erythrozyten andererseits, weil eine erhdhte Himo-
lyserate nur in Verbindung mit einem biologisch minderwertigen Protein
auftrat (7).

Es ist denkbar, daf3 der Tocopherolgehalt des Testfutters ebenfalls von
Bedeutung fiir die Auspragung einer sapogenininduzierten Hamolyse ist,
da Vitamin E aufgrund seiner Funktion als Stabilisator biologischer Mem-
branen die Resistenz der Erythrozytenmembran gegeniiber hamolysie-
rend wirkenden Substanzen erhéhen kdénnte (6, 14).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluf3 dieser beiden
Komponenten - die Qualitit des zugefiihrten Proteins sowie die Hohe der
Tocopherolzulage - auf die hdmolysierende Wirkung der Sapogenine in
den Samen von Trigonella foenum-graecum untersucht werden. Auch der
Frage, inwieweit eine Hitzebehandlung der Samen die Sapogeninwirkung
beeinfluf3t, wurde nachgegangen.

Material und Methoden

Trigonellasamen aus vorwiegend in Marokko angebauten Sorten wurden fein
gemahlen. Ein Teil des Mehls wurde einer feuchten Hitzebehandlung unterzogen
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Tab. 1. Zusammensetzung von rohem und erhitztem Trigonellasamenméhl (g/100 g

TS). ™)
Bestandteil Trigonella roh Trigonella erhitzt
Protein (N x 6,25) 26,4 25,8
Gesamtfett 9,3 8,5
Aschegehalt 42 4,0
Rohfaser (chem.) 9,2 9,3

*) Durchschnittswerte von jeweils drei Parallelbestimmungen.

(10 min bei 70 °C). Die chemische Analyse ergab folgende Resultate (fiir die hierfiir
verwendeten Methoden siehe (5)).

Die Untersuchungen wurden in zwei Abschnitten durchgefiihrt. Ziel des ersten
war es, den Einflull der Proteinqualitit auf die Sapogeninwirkung zu untersuchen,
Hierzu wurden 5 Testgruppen mit jeweils 7 Tieren gebildet, deren Futter in bezug
auf die Zusammensetzung des Proteinanteils folgendermaflen variiert wurde: Gr. I
100 % Trigonella, Gr.II /s Trigonella + %/s Maismehl, Gr.III /s Trigonella + %/
Casein, Gr. IV 100 % Mais, Gr. V 100 % Casein.

Im zweiten Abschnitt sollte der Einflufl einer Hitzebehandlung der Samen und
die Héhe der Tocopherolzulage auf die Sapogeninwirkung untersucht werden.
Dafiir wurden 7 Gruppen mit jeweils 10 Tieren gebildet, deren Futter eine Trigo-
nella-Casein-Mischung (/> Trig. + /s Cas.) als Proteinquelle enthielt. Es erfolgte eine
Parallelschaltung der Versuchsgruppen mit rohem (a) und erhitztem (b) Trigonella-
samenmehl; diese Gruppenpaare erhielten unterschiedliche Gaben an Vitamin E,
Die Tocopheroldosierung entsprach in den Gruppen VIa und VIb sowie in der
Kontrollgruppe IX einer an diesem Vitamin fir Ratten (3, 6) als bedarfsdeckend
empfohlenen Zufuhrmenge von 9 mg dl-o-Tocopherolacetat pro 100 g Futter. Die
Tocopherolzulage im Futter der Gruppen VIIa/VIIb betrug das 10fache (90 mg/
100 g Futter), die der Gruppen VIIIa/VIIIb das 50fache (450 mg/100 g Futter).

Die Versuchsdauer betrug im ersten Versuch 6 Wochen, im zweiten 7 Wochen.

Als Versuchstiere wurden ca. 4 Wochen alte weibliche Sprague-Dawley-Ratten
mit einem Anfangsgewicht von 65,1 + 6 g (im 1. Versuch) bzw. 60,2 + 6 g (im 2. Ver-
such) verwendet. Die Haltung und Fiitterung der Versuchstiere entsprach den von
uns in einer fritheren Publikation angegebenen Versuchsbedingungen (7): Einzel-
haltung in Stoffwechselkifigen, 12stiindiger Belichtungsrhythmus, 22 °C Raum-
temperatur, 40 % Luftfeuchtigkeit. Trinkwasser und Futter wurden ad libitum
verabreicht. Die Gewichtsentwicklung wurde zweimal, der Futterverzehr dreimal
pro Woche festgestellt. Die Zusammensetzung der Versuchsdiiten ist Tabelle 2 zu
entnehmen.

Wahrend der Fiitterungsperiode erfolgte eine wéchentliche Kontrolle der Hamo-
lyserate aller Versuchstiere mit dem Hamolysetest nach Friedmann et al. (10). Als
Kriterium der Proteinqualitat wurde die Protein Efficiency Ration (PER) am Ende
der ersten vier Versuchswochen ausgerechnet (1). Nach Dekapitation der Ratten
wurden die folgenden Parameter ermittelt: Serum-Protein nach der Biuret-
Methode (21), Enzymaktivititen von GOT und GPT im Serum, Farbtest nach der
Vorschrift der Fa. Boehringer, Mannheim, in Anlehnung an die Methode von
Reitman, S. und Francol, S.: Amer. J. Clin. Path. 28, 56 (1957) und G6PDH in Serum
und Erythrozyten nach Kornberget al. (13), Himoglobin und Hamatokrit, Gesamtli-
pide (9) und Neutralfette (2) der Leber. Weiterhin wurde eine Erythrozytenzihlung
vorgenommen und die Gré3en MCHC, MCH und MCV ermittelt.
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Ergebnisse und Diskussion

Futterverzehr, Gewichtszunahme und Futterwirkung entwickelten
sich entsprechend der Proteinqualitit des Testfutters. Die niedrigsten
Werte wurden mit Didten erzielt, deren Protein aus Trigonella bzw. Mais-
mehl entstammte, gefolgt von der Trigonella-Mais-Mischung. Die Ergeb-
nisse der Trigonella-Casein-Mischung entsprachen fast denen der Kon-
troligruppe. Der konstant niedrige Futterverzehr der Gruppel (100%
Trigonella) sowie die daraus resultierende Gewichtsstagnation sind z. T.
auch auf den intensiven Geruch und leicht bitteren Geschmack roher
Bockshornkleesamen - bedingt durch ihren Sapogeningehalt ~ zuriickzu-
fuhren. Dieser Effekt wurde durch den Ersatz und die dadurch erzielte
Erganzung des Trigonellaproteins mit Maismehl bzw. Casein weitgehend
aufgehoben, nicht jedoch durch die Hitzebehandlung der Samen (Tab. 3).

Die PER-Bestimmung (bezogen auf die ersten 28 Fiitterungstage)
fuhrte zu den in Tabelle 4 niedergelegten Resultaten.

Ein Vergleich der PER-Werte der verschiedenen Trigonellamischun-
gen mit einer reinen Mais- bzw. Caseindiit unterstreicht die Eignung des
Bockshornkleeproteins, dessen Aminosduremuster gekennzeichnet ist
durch seinen hohen Gehalt an Lysin und Tryptophan und seinen niedri-
gen Gehalt an s-haltigen Aminosauren zur Aufbesserung und Erginzung
von Getreideprotein (5, 7).

Bei der Verabreichung reinen Trigonellasamen- (I) bzw. Maismehles
(IV) als alleinige Proteinkomponente ergaben sich niedrige Serumprotein-
werte von 4,98 bzw, 4,73 g/100 ml, wihrend die Proteinwerte im Serum der
Tiere der Trigonellamischungen fast dem Ergebnis der Kontrollgruppe
entsprachen (Tab. 5). Hier zeigt sich deutlich, dafl das Serumprotein eine
von der Qualitdt des aufgenommenen Proteins abhingige Gréfie ist.

Die Hamolyseneigung der Erythrozyten entwickelte sich im ersten
Versuch entsprechend der Proteinqualitat der verabreichten Trigonella-
didten: In den Gruppen I und II (100 % Trigonella bzw. !/s Trigonella +
*/s Maismehl) trat vom Beginn der zweiten Versuchswoche an bei 3 bzw. 2
von 7 Tieren eine erhohte Hamolyserate auf, welche dann im Verlauf der
dritten und vierten Versuchswoche kontinuierlich anstieg und zu Ver-
suchsende jeweils 4 von 7 Tieren betraf. Bei der Verabreichung der biolo-
gisch hoherwertigen Trigonella-Casein-Mischung konnte nur bei einem
Tier eine erhdhte Himolyseneigung der Erythrozyten (bis zu 16 %) beob-
achtet werden; bei der reinen Maisdidt war eine Hamolyserate < 2%
festzustellen, obwohl das Maisprotein eine relativ schlechte Qualitéat auf-
weist. Dies geht mit den Angaben von Tschesche und Wulf(18) konform,
die angeben, daf3 die Sapogenine des Bockshornklees aufgrund ihrer
chemischen Struktur nur eine mittelgradige bis schwach ausgeprigte
hamolytische Wirksamkeit besitzen. Nach Tschesche und Wulf (18, 19)
und Segal et al. (16, 17) kann die himolytische Wirkung der Trigonella-
sapogenine auf eine Komplexbildung zwischen Sapogenin und dem Cho-
lesterin der Erythrozytenmembran, die eine Beeintrichtigung der
Permeabilitit und somit der Stabilitit der Erythrozytenmembran zur
Folge hat, zurlickgefiihrt werden.

Ein Einflufl der eingeschalteten Hitzebehandlung (10 min bei 70 °C) des
Samenmehls auf die hamolytische Wirkung der Sapogenine liel3 sich nicht
feststellen.
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Im zweiten Versuch trat in den ersten beiden Gruppen (VIa, VIb) mit
der einfachen Tocopherolgabe vereinzelt eine allerdings geringfugige
Hamolyserate auf; bei den Versuchsgruppen mit 10- bzw. 50facher Toco-
pherolzulage verlief der Test eindeutig negativ. Damit wird deutlich, daB3
durch eine Erhéhung der Vitamin-E-Gabe auf etwa 900 mg dl-a-Tocophe-
rolacetat pro Kilogramm Futter (der Trigonellasamenanteil betragt ca.
135 g) der sapogenininduzierten Himolyse entgegengewirkt werden kann.
Dieser Trend 1463t sich anhand der gemessenen G6PDH-Aktivitaten (vgl.
Tab. 7) bestitigen.

Die Aktivitat der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) im
Hamolysat zeigte einen signifikanten Anstieg bei den Gruppen Vla, VIIa
und VIIIa, die rohes Trigonellasamenmehl in ihren Diiten erhielten, im
Vergleich zu den korrespondierenden Gruppen, deren Diéten hitzebehan-
deltes Trigonellasamenmehl enthielten.

Die G6PDH-Werte im Serum waren gegeniiber der Kontrollgruppe
ebenfalls mafBig erhoht, auch hier wurden die hochsten Aktivitiaten bei
den Tieren der Gruppen VIa und VIb festgestellt. In diesem an sich
empfindlicheren Test der Membranpermeabilitat als der Hamolysetest
mit Dialursiure wird die positive Wirkung der Hitzebehandlung auf Sapo-
geninwirkung deutlich, nicht jedoch bei der niedrigsten Tocopherolgabe
der Gruppen VIa und VIb.

Der Anstieg der G6PDH-AKktivitat im Serum weist auf eine méglicher-
weise sapogeninbedingte erhohte Permeabilitidt der Erythrozytenmem-
bran hin, wihrend die erhdhte G6PDH-Aktivitat im Hamolysat eine Kom-

Tab. 7. Enzymaktivitaten von GOT, GPT und G6PDH (mU/ml)von Ratten mit
unterschiedlich behandeltem Trigonellasamenmehl im Vergleich zu Casein (n =
Anzahl der untersuchten Tiere).

Gruppe n GOT GPT n G6PDH- n G6PDH-
Serum Hamolysat
Via 7 163,2 10,0 5 25,7 7 154,8
+13,4 +2,8 +6,2 +17,8
VIb 7 1514 9,1 4 26,1 9 147,8
+18,4 +2,9 +5,1 +17,1
VIIa 7 137,1 10,5 4 19,9 9 153,3
+15,8 +3,1 +8,4 *+13,7
VIIb 7 1339 8,5 5 17,9 10 147.8
+6,9 +2,3 +3,4 +19,9
VIiIa 7 134,2 11,7 4 20,6 9 149,8
+21.3 +1,3 +7.9 +12,2
VIIIb 7 135,7 7,8 5 20,5 9 143,56
+11,2 +21 +45 +12,0
IX ki 144,3 10,2 4 16,1 9 128,6
+23,2 +2,6 +7,8 +149
Vib - IX <1 Vlia, VIIa, VIIIa > IX

(P < 0,05) P < 0,05
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pensation der Saponinhiamolyse durch eine vermehrte Erythrozytenneu-
produktion vermuten 1&8t.

Die Bestimmung der Aktivitit der Transaminasen im Serum zeigte bei
der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) keine Abweichungen vom
Normalbereich. Die Aktivitat der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT) war nur in den beiden Versuchsgruppen mit der einfachen Vit-
amin-E-Gabe (VIa und VIb) leicht erhoht, welches eine gesteigerte Stoff-
wechselbelastung der Leber méglicherweise im Zusammenhang mit der
Sapogeninwirkung vermuten laft.

Die Bestimmung weiterer hdmatologischer Parameter zeigte keine
pathologischen Verdnderungen. Die Hamoglobinkonzentrationen
(12,0-14,2 g/100 ml) sowie die Hamatokritwerte (34,0-43,5 Vol.-%) der Ver-
suchstiere lagen alle im Normalbereich, ebenso die Erythrozytenanzahl
(6,18 x 10°- 6,75 x 10% sowie die daraus berechneten Grofien des Erythro-
zyteneinzelvolumens (MCV 50,6-57,9 u®), der mittleren HB-Konzentration
(MCHC 31,7-43,1 %) und des absoluten HB-Gehaltes der Einzelerythrozy-
ten (MCH 18,1-21,5 pg).

Auch die im zweiten Versuch durchgefithrten Analysen des Neutral-
fettgehaltes (7,9-9,1 g/100 g TS) und der Gesamtlipide (16,8-18,0 g/100 g
TS) der Leber ergaben keine Abweichungen vom Normalbereich, die auf
eine mogliche Beeintriachtigung der Leberfunktion schlieBen liefen.

Zusammenfassung

In Experimenten an Ratten wurde der EinfluB der Verfiitterung von unter-
schiedlichen Mengen roher bzw. hitzebehandelter (70 °C 10 min) Bockshornkleesa-
men (Trigonella foenum-graecum) in Abhiéngigkeit von der Qualitat zugefithrten
Proteins und der Hohe der Tocopherolzulage (9, 90 und 450 mg dl-a-Tocopherolace-
tat/100 g Futter) auf die hdmolytische Wirkung der in den Trigonellasamen enthal-
tenen Sapogenine untersucht.

Eine signifikant erhohte Hamolyserate trat infolge der Verfiitterung folgender
Proteinkomponenten auf: !/s Trigonella + 2/; Mais (69,7 = 11,6 % Hamolyserate),
100% Trigonella (21,0 +8,6% Hamolyserate), !/sTrigonella + ?/;Casein
(14,1 = 10,7 % Hamolyserate). Das Futter der o. g. Gruppen enthielt jeweils bedarfs-
deckende Mengen an Vitamin E (9 mg/100 g Futter). Bei dieser Tocopherolgabe hat
die eingeschaltete Hitzebehandlung der gemahlenen Samen keinen eindeutigen
Einflufl auf die Sapogeninwirkung. In den Gruppen mit einer 10- bzw. 50fachen
Tocopherolzulage verlief der Himolysetest mit Dialursiure negativ.

Bei der Verwendung von Bockshornkleesamen in der Tierfiitterung erscheinen
demnach eine qualitativ gute Proteinversorgung sowie ausreichende Gaben an
Vitamin E geeignet, die himolysierende Wirkung der Sapogenine zu unterbinden.

Summary

The influence of vitamin E (9, 90, 450 mg dl-a-tocopherol acetate/100 g diet),
protein quality and temperature (70 °C for 10 min) on the sapogenin-induced hemo-
lysis was studied in rats fed with diets containing different amounts of fenugreek-
seed seedflour.

Significant increased hemolysis rates were found in rats on diets with the
following protein components: !/s Trigonella + %/s Cornflour (69.7 + 11.6 % hemoly-
sis), 100% Trigonella (21.0 + 8.6% hemolysis), !/s Trigonella + ?/; Casein
(14.1 + 10.7 % hemolysis). The diets of these groups of animals contained raw
Trigonella seeds and 9 mg vitamin E/100 g diet, which covers the requirements of
rats on this vitamin. With this tocopherol supplement the applied heat treatment
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had no influence on the sapogenin effects on the erythrocytes. In the groups with
the 10th fold and 50th fold of the vitamin E supplementation no significant hemoly-
sis rate was observed.

From these results we conclude that when fenugreek seeds are to be used in
animal nutrition, a qualitative good protein supply as well as a sufficient intake of
vitamin E should be considered in order to compensate the hemolytic effect of
Trigonella sapogenins.
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