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Bedenken hinsichtlich Prizision und Zeitaufwand bei bisherigen bio-
logischen Methoden zur Bewertung des Nahrwertes von Eiweif3 erfordern
standige Vervollkommnung der Methoden und Forschungen nach neuen
Loésungen. Die auf diesem Gebiet unternommenen Vorhaben diurfen sich
nicht nur auf die methodische Rationalisierung beziehen, sondern auch
auf Forschungen iiber Moglichkeiten, neue Organismen anzuwenden, die
relativ beziiglich des fiir den Menschen charakteristischen Erndhrungsbe-
darfs &hnlich reagieren.

In den letzten Jahren stief3 das Protozoon Tetrahymena pyriformis auf
lebhaftes Interesse. Es wurde in zahlreichen Untersuchungen (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8) bewiesen, dall der Aminosiurebedarf dieses Einzellers dem Bedarf
des Menschen und der Ratte entspricht. Das mit der Bewertung des
Nahrwertes von Eiweill unter Anwendung dieses Einzellers verbundene
Untersuchungsverfahren ist bedeutend weniger zeitaufwendig und billi-
ger im Vergleich mit den bei Ratten angewandten klassischen Methoden.
Es herrscht die Ansicht, dafl das Protozoon Tetrahymena pyriformis bei
den allgemein tblichen (im halbautomatischen System) Bestimmungen
des Nihrwertes von Eiweill verwendet werden kann (unter Beriicksichti-
gung der Erfassungsmoéglichkeit des Gehaltes an assimilierbaren (,,availa-
ble*) Aminosiduren).' Kenntnis und Verbreitung des bisher auf diesem
Gebiet Bekannten scheinen {iberaus zweckdienlich zu sein.

Tetrahymena pyriformis — Struktur, Physiologie und Laborziichtung

In der protozoologischen Systematik gehort das Protozoon Tetrahy-
mena pyriformis dem Typ Ciliatae, Klasse Holotricha, Ordnung Hymeno-
stomata an. Es gehort zu der allgemeinen Siiflwasserart mit grof3iem
Anpassungsvermégen auf dem Gebiet der Ernghrungsart. In der Natur
ernihrt es sich mit Bakterien oder mit tierischen Geweben. In der Labor-
zucht kdonnen auch synthetische Nahrstoffe utilisiert werden. Es hat eine
birnenférmige Gestalt mit zugespitztem vorderem Pol. Der ganze Korper
hat eine Gréfie von etwa 20 x 60 p. Die Struktur der Mundéffnung (Zyt-
ostom) und das Vorhandensein von die Haut (Pellicula) deckenden Zilien
bilden eine charakteristische, morphologische Eigenheit dieses Organis-
mus gegeniiber anderen Einzellern. Nahrung wird durch die Mund-
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Abb. 1. Tetrahymena pyriformis.

offnung unter Mitwirkung von vier wallenden Hiautchen (Tetrahyme-
nium) aufgenommen. Die Mundoéffnung geht in den Schlund (Zytopha-
rynx) liber; die hinuntergeschluckte Nahrung kommt in die kugelférmi-
gen Vakuolen (Nahrungsvakuolen), in die das Zytoplasma die Verdau-
ungsenzyme absondert. Unverdaute Nahrungsreste werden durch eine
Offnung (Zytopyge) in der Pellicula ausgeschieden. Der Wasseriiber-
schufl, der aufgrund der Osmose in das ganze Protozoon eindringt, sam-
melt sich unter der Pellicula in den sog. kontraktilen Vakuolen, die sich
jeweils nach etlichen Sekunden zusammenziehen und sich durch eine
kleine Offnung in der Pellicula entleeren (Abb. 1).

Tetrahymena pyriformis vermehrt sich durch einen geschlechtlichen
Prozef, die sog. Konjugation. Einige Formen dieses Protozoons besitzen
keinen Kleinkern (Mikronukleus), und dann verlauft die Fortpflanzung
auf dem Wege der Teilung transversal zur Lingsachse des Korpers. Das
Vermehrungstempo ist sehr grof.

Verschiedene Stamme von Protozoen kénnen geziichtet werden. In der
Untersuchungspraxis werden hauptsachlich die Stimme Tetrahymena
pyriformis W sowie Tetrahymena thermophila WH,, angewendet, die im
Amerikanischen Zentrum fiir die Sammlung von Musterkulturen (ATCC)
in Rockwill geziichtet wurden. Die Zucht des Protozoons Tetrahymena

Tab. 1. Chemische Zusammensetzung der Substrate fiir die Zucht des Protozoons
Tetrahymena pyriformis.

Festes Substrat Fliissiges Substrat

Dextrin - 80¢g Pepton -50g
CH;COONa - 06g Trypton -50g
Hefeextrakt - 50g K,HPO, -0,2g
Leberextrakt - 06g redestilliertes Wasser -1,01
Trypton - 5,0g

Agar -16,0g pH =172

redestilliertes Wasser - 1,01

pH =17,2-74
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kann man auf flissigem Substrat (Nidhrbouillon) bei 25°C und auf festem
Substrat (Agar) bei 18°C durchfiihren. Der beschrinkte Nihrstoffvorrat
des Substrats sowie die Moglichkeit einer Selbstvergiftung mit den Kom-
ponenten des Stoffwechsels erfordern stindige Ubertragungen des Proto-
zoons auf frische Nahrboden. In Bouillonndhrbéden erfolgt die Aus-
wechslung des Substrats im allgemeinen nach 7 Tagen und in Agarnihr-
bdden nach 30 Zuchttagen (Tab. 1).

All diese Prozeduren, angefangen von der Vorbereitung des Substrats
bis auf die Ubertragung des Protozoons, bediirfen aseptischer Bedin-
gungen.

Bestimmung des Nihrwertes von Eiweif3stoffen unter Anwendung des
Protozoons Tetrahymena pyriformis

Das Prinzip der Bewertung des Nihrwertes von Eiweifl unter Mitwir-
kung von Tetrahymena 143t sich auf Bestimmung des relativen Koeffi-
zienten der Wachstumskapazitit RNV (relative nutritive value) zuriickfiih-
ren (5, 9, 10).

log Menge der im untersuchten Eiweill vermehrten Orga-
nismen - log Menge der in das untersuchte Eiweil} einge-

fihrten Organismen
RNV = - x 100
log Menge der im Mustereiweifl vermehrten Organismen —

log Menge der in das Mustereiweifl eingefithrten Orga-
nismen

Um eine regelmifige Entwicklung des Protozoons zu sichern, mufl der
Gehalt an Eiweill im Substrat um etwa 0,3 mg N je 1 ml Substrat schwan-

Untersuchtes Eiweip oder Mustereiweip
i
p/‘/; 18
Enzymatische Hydrolyse (3Std., 55°C)
pH =31
Eiweiplisung (2mg N [ml)
05 .40.15. 20mi

| Wasser

30mL
SterilzsL 't-i'oi,Oml-l'lineral - Nukleotideldsung
a2 g fieiiang

[nkubralion (47age ,25°C)
Miscémng

10 mi

]——~ 1,0ml - Konservierungsldsung
Mengenzahlung der Organismen

Abb. 2. Schema des analytischen Verfahrens bei Bestimmung des Nihrwertes von
Eiweill unter Anwendung des Protozoons Tetrahymena (16).
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ken (6). Das zu untersuchende Eiweil mufB3 zerkleinert, entfettet und
enzymatisch hydrolysiert werden (4, 11, 12, 13). Als Standardeiweifl wird
generell Casein genommen (14, 15). Es wurde aber auch schon vorgeschla-
gen, das Casein durch eine genau festgelegte (quantitativ und qualitativ)
Losung freier Aminosauren zu ersetzen (7, 13). Das Standardeiweif3 oder
das zu untersuchende Eiweif} bildet in Verbindung mit einer Zusammen-
stellung von Vitaminen, Kohlenhydraten, Nukleotiden und Spurenele-
menten das Entwicklungssubstrat fur das Protozoon (6, 7, 13, 15, 16). Die
Entwicklung des Protozoons auf dem Untersuchungssubstrat und auf
dem Mustersubstrat verlauft bei 20°C oder 25°C im Dunkeln ca. 4 Tage
lang (66-96 Stunden). Bewertungskriterium fiir den Nahrwert des Eiwei-
Bes ist die Menge der vermehrten Protozoen (Abb. 2).

Man hat eine Reihe von Methoden zur Mengenbestimmung der ver-
mehrten Protozoone geprift. Eine der ersten war die Methode der mikro-
skopischen Zihlung einzelner Organismen mittels Haimozytometer (5).
Jetzt schligt man vor, bei dieser Methode den Zihler von Coulter (16, 17)
(,,Coulter counter*) anzuwenden. Viele Autoren (18, 19) empfehlen die
Methode der Messung der Intensitidtsabschwachung des Lichtes, das die
Losung (Substrat mit dem Protozoon) durchdringt (Trubungsmessung,
Turbidometrie). Andere Methoden berticksichtigen die Auswertung meta-
bolischer Eigenschaften des Protozoons. Dies sind: Ammoniak-Stickstoff-
Akkumulation (20), Reduktion von Triphenyltetrazoliumchlorid (2, 3),
Sauerstoffabsorption (21, 22), Biolumineszenz der Adenosintriphosphor-
siure (23, 24) sowie Konzentrationsmessung von Tetrahymanol (25, 26).
Die erwihnten Methoden wurden unterschiedlich beurteilt. Es herrscht
jedoch die Ansicht vor, daf3 die grofite Prazision die Methode der Mengen-
zéhlung einzelner Organismen unter dem Mikroskop aufweist (19). Ver-
haltnismifRig hohe Messungsprizision wird auch der Messung der Ammo-
niak-Stickstoff-Akkumulation zugeschrieben. Der Koeffizient der Korre-
lation dieser Methode mit der klassischen Methode - der mikroskopischen
Zahlung -~ betragt r = 0,94 (19).

Probleme bei der praktischen Auswertung

Die durch Anwendung des Protozoons Tetrahymena bestimmten
Werte des relativen Koeffizienten der Wachstumsleistung (RNV) des
untersuchten Eiweifles werden vor allem dem in Versuchen mit Ratten
erzielten Koeffizienten der Wachstumsleistung (PER) gegeniibergestellt.
Daraus ergibt sich die Grundlage fiir die Ableitung von mathematischen
Beziehungen, die die Berechnung des Wertes PER unter Anwendung des
experimentell bestimmten Koeffizienten RNV ermoglichen. Evancho u. a.
(16) stellten unter Anlehnung an die an vielen Lebensmitteln durchgefiihr-
ten Untersuchungen fest, daf3 eine Korrelation zwischen PER und RNV
besteht. Sich auf diese Abhangigkeit stiitzend, leiteten sie die Formel PER
= + 0,286 + 0,022 (RNV) [r = 0,90] ab. Evans u. Mitarb. (27) bestimmten die
Regressionsgleichung fiir Eiwei aus Fleisch und Fleischerzeugnissen mit
RNV = 9,67 + 0,89 (PER), r = 0,62 (Abb. 3). In diesen Untersuchungen
wurde der Nachweis erbracht, dal} in bezug auf Muskeleiweifl die Index-
zahl RNV einen hiheren Korrelationsgrad mit den chemischen Amino-
saurenindexzahlen (TEAA, EAA) fiir den Nahrwert von Eiweill aufweist
als der an Ratten ausgefiihrte Test auf PER (Tab. 2). Dieselben Autoren
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Abb. 3. Beziehung zwischen RNV und PER fiir Fleisch und Fleischerzeugnisse (27).

stellten in einer anderen Publikation (28) fest, dafl Veridnderungen des
Nihrwertes des Eiweifies im Fleisch, das verschiedenen , kulinarischen
Verfahren (Schmoren) unterzogen wurde, mit Hilfe des Protozoons Tetra-
hymena aufs genaueste kontrolliert werden kénnen.

Konzentration und Grad der enzymatischen Hydrolyse von Eiweif3
sind Grundfaktoren, die die Korrelation zwischen RNV und PER determi-
nieren. Unter Berlicksichtigung dieser Faktoren stellten Dryden u. a. (29)
fest, daB der unter Mitwirkung des Protozoons bestimmte Wert fiir PER
folgende Formel haben mulB3: PER = f x (Wachstum von Tetrahymena
pyriformis X Grad der enzymatischen Hydrolyse ,,in vitro*). Der Umrech-
nungskoeffizient ,f* hingt von der Konzentration des Eiweilles im Nahr-

Tab. 2. Beziehung zwischen Aminosidurengehalt im Fleisch und in den Fleisch-
erzeugnissen und dem Wert PER und RNV (27).

Beziehung Gleichung Korrelation

-PER -

Gesamtmenge essentieller

Aminosiuren*) PER = 27,27 + 1,22 0,447
(TEAA)

Essentielle Aminosiuren - Index**) PER = 1,16+1,21 0,394
(EAA)

- RNV -

Gesamtmenge essentieller RNV = -51,74 + 2,56 0,655
(TEAA)

Aminosjuren*)

Essentielle Aminosiduren — Index**) RNV = -104,15 + 2,50 0,626
(EAA)

*} Total Essential Amino Acids
*¥) Essential Amino Acid Index - Oser (42)
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boden ab. Bei einer Eiweifl3konzentration von 0,27 mg N je Milliliter
Substrat wurde unter Beriicksichtigung der Bedingungen des bei diesen
Untersuchungen angewendeten Verfahrens folgende Formel ermittelt:
In PER = -11,5621 - 0,75278 In x,; + 2,78605 1In x,

Menge der Organismen/ml Substrat mit Casein

X; — Indexzahl der Menge
! Menge der Organismen/ml Substrat mit unter-

suchter Probe
X, — Indexzahl der enzymatischen Hydrolyse

Satterlee unternahm mit seinen Mitarbeitern (30) den Versuch einer
Unifizierung der bisherigen konzeptionell-methodischen Lésungen durch
Einfihrung der Indexzahl des Nihrwertes des Eiweifles, ausgedrickt
durch das Symbol T-PER.

T-PER = 7,1116 + 0,0152 (x;) - 0,2501 (x,) + 0,0325 (x3)

wobei:

x; — Verdaulichkeit des Eiweif3es ,,in vitro*

X, — Wachstum des Protozoons (Menge der Organismen) im Substrat mit
Mustereiweil3

X, — Wachstum des Protozoons (Menge der Organismen) im Substrat mit
untersuchtem Eiweif3

Die Mannigfaltigkeit von Konzeptionen zur praktischen Bestimmung
des Nihrwertes von Eiweifl unter Anwendung des Protozoons Tetrahy-
mena resultiert aus der individuellen - von einzelnen Autoren empfohle-
nen — Prozedur des analytischen Verfahrens. Dies betrifft vor allem die
sog. ,,Anpassungsfahigkeit“ des EiweiBles an die Zuchtbedingungen fur
das Protozoon. Die damit verbundenen Schwierigkeiten ergeben sich aus
der Tatsache, daB3 der Grad der Verwertung des Eiweifles durch das
Protozoon Tetrahymena unter anderem vom Vorhandensein anderer che-
mischer Komponenten in der untersuchten Probe und vom Grad der
enzymatischen Hydrolyse des Eiweifles der Probe abhingig ist. In den
Musterversuchen bemiithte man sich, diese Bedingtheiten zu kliren. Unter
Berucksichtigung des Vorhandenseins anderer Komponenten aufler
Eiwei3 in der untersuchten Probe zog man vor allem technologische
Zusitze in Betracht. Evans u. a. (11) bewiesen, dafBB Fett die Entwicklung
des Protozoons einschriankt. Schon frither stellten Rplle und seine Mitar-
beiter (31) fest, daf} einige Fettsiuren und nach Conner und seinen Mitar-
beitern (32) auch Sterine die Entwicklung des Protozoons hemmen kén-
nen. Holz und Conner (33) rechnen manchen Fettsiuren sogar toxische
Eigenschaften zu. Natriumchlorid bei in Fleischerzeugnissen iiblicher
Konzentration hatte keinen negativen Einflu3 auf die Entwicklung von
Tetrahymena (11). Sutton (34) beabachtete, daf3 sich in dem Maf3e, wie sich
die Konzentration von Nitrat, Ascorbat, Sorbat, Benzoat und Propionat im
Entwicklungssubstrat des Protozoons erhéht, sich dessen Lebensaktivitit
verringert und sich die Menge einzelner Organismen vermindert (Abb. 4).
Hsu u. a. (35) analysierten den Einflu3 von Zusitzen auf die Entwicklung
von Tetrahymena thermophila WH,,. Unter den gepriiften Arten von
Zusétzen war es nur Paprika, das in 1%iger Konzentration nicht toxisch
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Abb. 4. Einflu3 ausgewihlter Zusitze zu Nahrungsmitteln auf das Wachstum von
Tetrahymena thermophila WH,, im Vergleich mit Caseinsubstrat (35).

war (Abb. 5 u. 6). In anderen Untersuchungen (36) wurde bewiesen, daf3
Chlorogensiure die Assimilierung der Peptide und Aminosiuren
erschwert. Im Bereich der sekundaren Veranderungen der Eiweifle und
Aminosauren, als deren Assimilierung determinierender Faktor, wurde
bisher nur dem Vorhandensein der Aminozuckerkomplexe Beachtung

Paprika N

Casein- Kontrolle

% Thymian

Wachstumsreaktion der Tetrahymena
(Menge der Organismen/mi x 10°4)

Q

001 01 10

Zutalgehalt ()

Abb. 5. Einfluf3 von Paprika, Thymian, Zwiebel, Salbei, Dost (Majoran) und Zimt
auf das Wachstum von Tetrahymena thermophila WH,, im Vergleich mit Casein-
substrat (35).
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Abb. 6. EinfluB von schwarzem, weiflem und rotem Pfeffer, von Gewlirznelken und
Ingwer auf das Wachstum von Tetrahymena thermophila WH,, im Vergleich mit
Caseinsubstrat (35).

geschenkt. Warren und Labuza (37) sowie Wang u. a. (38) erzielten Ergeb-
nisse, die davon zeugen, dafl das Protozoon Tetrahymena wahrscheinlich
die Fahigkeit zur Verwertung von Produkten der Maillard-Reaktion
besitzt. Wir meinen allerdings, daf dies noch immer Annahmen sind und
daf3 dieses Problem noch zusétzliche Untersuchungen erfordert. Bestati-
gung fir diese Zweifel sind Resultate von Untersuchungen iiber Gehalts-
veranderungen an assimilierbaren Aminosiuren in einer ganzen Reihe
von Nahrungsmittelprodukten, die einer Warmebehandlung unterzogen
wurden.

Stott und Smith (7) verglichen die Genauigkeit der Bestimmungsver-
fahren fiir verfugbares Lysin unter Anwendung von Tetrahymena pyrifor-
mis mit der Methode mit Fluordinitrobenzol. Es wurde festgestellt, dafl in
Rohstoffen und Erzeugnissen mit hohem Gehalt an Lysin (8 g/16 g N), z. B.
im Fleisch, die Methode unter Mitwirkung des Protozoons ausreichend
préizis ist, aber in Rohstoffen mit niedrigerem Gehalt an Lysin bessere
Ergebnisse bei der klassischen Methode mit Fluordinitrobenzol erreicht
wurden.

Shepherd u. a. (13) bewiesen durch Einfithrung einer Reihe von Ratio-
nalisierungen die Moglichkeit der Bestimmung des verfiigbaren Methio-
nins, Tryptophans und Lysins. Die Prizision der Lysin-Messung unter
Anwendung des Protozoons entsprach den bei Untersuchungen an Hithn-
chen erzielten Ergebnissen.

Wesentlicher Faktor beim analytischen Verfahren zur Bestimmung des
Nihrwertes von Eiweifl unter Anwendung des Protozoons Tetrahymena
ist die enzymatische Einleitungshydrolyse des EiweiBBes. Rockland und
Dunn (1) sowie Viswanatha und Liener (4) haben bemerkt, daf3 das Proto-
zoon zur proteolytischen Zersetzung von nativen globuliren Eiweif3stof-
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fen nicht fihig ist und daB Inhibitoren fiir Trypsin und Himagglutinin auf
seine Verdauungsenzyme nicht einwirken. Die Messung der Wachstums-
reaktion von Tetrahymena pyriformis auf dem Substrat mit nicht hydroly-
siertem Eiweil} korreliert mehr mit dem Grad der Lisbarkeit dieses Eiwei-
Bes als mit seinem realen Ndhrwert (11). Die Wahl des Enzyms oder
gleichzeitig einiger proteolytischer Enzyme zwecks Erreichung relativ
hoher Hydrolyseraten des untersuchten Eiweifles bedeutet ein wesentli-
ches, methodisches Problem. Es wird vorgeschlagen, Enzyme pflanzlicher
und tierischer Herkunft anzuwenden. Unter zahlreichen Vorschligen ver-
dienen Untersuchungen uber die Verwertung von Bromelin Beachtung.
Baker u. Mitarb. (39) gehen von der Annahme aus, da} Bromelin in
Verbindung mit dem aktive SH-Gruppen besitzenden Reduktionsaktiva-
tor alle Anforderungen erfiillt, die sich aus der Einfiihrungshydrolyse der
angewandten Eiweifle ergeben. Als Aktivator fir Bromelin wird die
Anwendung von Mercaptobernsteinsdure vorgeschlagen, die ebenfalls
giinstig das untersuchte Eiweil durch Spaltung von Disulfidbriicken, die
die enzymatische Hydrolyse des Eiweifles erschweren, beeinflufit. Viele
Autoren empfehlen, mehrere Enzyme gleichzeitig anzuwenden (40, 41).
Satterlee und seine Mitarbeiter (30) schlagen eine Enzymzusammenstel-
lung vor, deren Bestandteile Trypsin, Chymotrypsin, Peptidase sowie
Bakterienprotease sind.

Wie aus der angefithrten Literatur zu entnehmen ist, ist das Problem
der Verwendung des Protozoons Tetrahymena zu Untersuchungen iiber
den Nahrwert des Eiweildes noch nicht v6llig gelést. Die bisherigen Versu-
che zur Wahl eines objektiven Prinzips des analytischen Verfahrens wer-
den vor allem durch die Kompliziertheit der physikalisch-chemischen
Eigenschaften des zu untersuchenden Nahrungsproduktes erschwert. Die
Empfindlichkeit des Protozoons z. B. auf das Vorhandensein anderer
Nahrungskomponenten aufler Eiweifl kann einen bedeutenden Fehler bei
der Messung des Nihrwertes dieses Eiweifles verursachen. Man glaubt
jedoch, dal3 die besten Ergebnisse vor allem bei Untersuchungen von
Eiweil3 aus Lebensmitteln, wie Fleisch, Getreide, Eiweifflkonzentrate und
Eiweiflisolate, zu erzielen sind.

Zusammenfassung

Es wurde ein Uberblick Uber die Méglichkeiten gegeben, das Protozoon Tetra-
hymena bei Untersuchungen iiber den Nihrwert von Eiweilistoffen aus Lebensmit-
teln anzuwenden. Die Struktur des Protozoons sowie die elementaren Anforderun-
gen an seine Ziichtung im Labor wurden dargestellt. Besonderes Augenmerk
richtete sich auf zahlreiche Vorschldge zu den analytischen Methoden. Die Vielfal-
tigkeit von Lésungen in diesem Bereich beeinfluf3t die Variabilitdt der Ergebnisse
und der damit verbundenen Forschungsfolgerungen. Das Vorhandensein von tech-
nologischen Zusitzen im untersuchten Eiweill der Lebensmittel beschrinkt in
bedeutendem Mafle die Moglichkeit einer Anwendung des Protozoons.

Summary

A survey has been provided about the possibilities of using the protozoon
Tetrahymena in studies on the nutritional value of food proteins. The structure of
the protozoon and the elementary requirements regarding its cultivation under
laboratory conditions are described. Particular emphasis has been laid on a great
many proposals concerning analytical methods. The variability of solutions in this
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field influences the variability of the resuits and thus the resulting consequences for
research. The presence of technological additives in the investigated food protein
reduces the possibility of using the protozoon considerably.

Schliisselwdrter: Tetrahymena pyriformis, biologische Bewertung des Eiwei-
Bes, T-PER, T-RNV
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