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Untersuchungen iiber den Einfluf§ von Temperatur,
Druck und Erhitzungsdauer auf die saure Hydrolyse
von eiweiflhaltigen Produkten.

I1I. Mitteilung.

Das Verhalten einzelner Aminosiuren in saurer Losung
in Abhiingigkeit von Druck und Temperatur.

Von
K. HEINTZE.

Mitteilung aus der Bundesanstalt fiir Lebensmittelfrischhaltung, Karlsruhe.
Mit 2 Textabbildungen. ’
( Eingegangen am 27. August 1954.)

Nachdem im ersten Teil dieser Untersuchung der Verlauf der Hydrolyse eiweil3-
haltiger Produkte bei zunehmendem Druck bzw. Temperatur an der Freisetzung von
a-Aminostickstoff gemessen worden war, ergab sich die Frage, in welcher Beziehung
einzelne Aminosduren zu den beobachteten Maxima und Minima in der Abspaltung
des Amino-N bei der sauren Hydrolyse unter Druck stehen und in welchem Umfang
sie unter den gegebenen Bedingungen zerstort werden.

Verhalten von Cystin, Cystein und Methionin.

In der Literatur sind sowohl in fritherer Zeit als auch in den letzten Jahren eine ganze Reihe
von Untersuchungen iiber die Freisetzung und Zerstérung von Aminoséuren in saurer Losung ver-
offentlicht worden. So berichten beispielsweise JoNEs und GERSDORF¥! iiber die Abspaltung von
Cystin aus Casein bei der sauren Hydrolyse unter RiickfluB, wobei nach etwa 2 Std. ein Maximum
an freiem Cystin erreicht wird, wihrend bei lingerer Erhitzung die Cystinwerte sehr schnell wieder
abnehmen. CALVERY u. Mitarb.? konnten dies auf Grund ihrer Untersuchungen nicht bestétigen,
sondern beobachteten, wie unter den gleichen Bedingungen die Cystinwerte allméahlich anstiegen,
nach etwa 5 Std. ein Maximum erreichten und dann langsam wieder absanken. Die Unterschiede
zwischen den Ergebnissen werden auf Schwierigkeiten bei den verschiedenen Bestimmungs-
methoden fiir Cystin zuriickgefithrt. Bei Hydrolysen im Autoklaven (120° C) mit 10% iger
Schwefelsdure werden Cystin und Arginin aus Casein und anderen Proteinen zufolge BrAGVAT
u. Mitarb.? nach 45 min freigesetzt. Eine lingere Erhitzung fiihrt zur Abnahme der Werte.

Uber die Zerstérung von Cystin und Cystein bei der sauren Hydrolyse unter Riickflu8 bzw. im
geschlossenen GeféB bei 100° C berichtet Luca4 Danach werden diese beiden Aminosiuren unter
den genannten Bedingungen nur wenig zerstért, Bei Gegenwart von Kohlenhydraten erhdhen
sich die Verluste jedoch betrachtlich und erreichen bei Cystin 6—7%, bei Cystein bis zu 85%.
Nach Orcort und FRAENKEL-CONRAT® spielt auch das Tryptophan eine gewisse Rolle bei der Zer-
storung des Cysteins bzw. umgekehrt. Bei hoheren Temperaturen erhdhen sich die dadurch ent-
stehenden Verluste noch.

Im Vergleich zu Cystin und Cystein scheint das Methionin nach Berichten von SmrTe und
GREENE® wesentlich stabiler zu sein und wurde bei Hydrolyse von Samenglobulin mit 3n-Salz-
siure bei 120° C nicht angegriffen. Nach Burz? entstehen bei der Erhitzung von Methionin in
starken Sauren nichtfliichtige Disulfide (wahrscheinlich Homocystin), die unter Umsténden einen
erhdhten Cystingehalt vortauschen kénnen.

1 Jongs, D. D, u. C. E. GerspoRFF: J. of Biol. Chem. 101, 657 (1933).

2 CaLvERY, H. O., W. D. Brock u. E. D. Scrock: J. of Biol. Chem. 113, 21 (1936).

3 BragvaT, K., u. V. V. SREERAMAMURTHY : Indian J. Med. Res. 32, 145 (1944); ref. in Chem.
Abstr. 40, 4093 (1946).

4+ Luce, J. W. H.: Biochemic. J. 27, 1022 (1933).

5 Orcort, H. 8., u. H. FRAENKEL-CONRAT: J. of Biol. Chem. 171, 583 (1947).

8 Smrra, E. L, u. R. D. GREENE: J. of Biol. Chem. 167, 833 (1947).

? Burz, L. W.: J. of Biol. Chem. 97, 31 (1932).
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Verhalten von Arginin, Histidin und Lysin.

Die basischen Aminosauren Arginin, Histidin und Lysin verhalten sich nach den Berichten in
der Literatur verschieden gegeniiber einer Erhitzung in saurer Losung. So berichtet TrisTRAM?,
daB bei einer Hydrolyse in Gegenwart von furfurolabspaltenden Kohlenhydraten Verluste an
Arginin entstanden, wihrend die Histidinwerte schwankten. Lysin blieb unverindert. Auch
SonErN und BERG? beobachteten bei ihren Versuchen mit einer mehrstiindigen Hydrolyse von
Cagein in 25% iger Schwefelsdure unter RiickfluB sowie bei 1, 2 und 6 atii, daB Arginin dabei am
stiirksten, Histidin wenig und Lysin kaum zerstért wurde. BArLuY? gibt fiir Arginin Verluste von
5—27%, fiir Histidin von 1,5—41% und fiir Lysin von 4—10% bei saurer Hydrolyse an. Es soll
dabei jedoch kein Ammoniakstickstoff gebildet werden. Die Form der Zerstorung ist unbekannt.
HENRIQUES und GIALDBAEK? berichten unter anderem auch iiber Versuche anderer Autoren, wo-
nach Histidin und Arginin bei 150° C in 2n-Salzséure nur wenig Ammoniak abspalten, wahrend
Glykokoll unter diesen Bedingungen nicht und Tyrosin nur wenig angegriffen wurde.

Verhalten von Tyrosin und Tryptophan.

Nach anderen Angaben ist Tyrosin dagegen in saurer Losung (auch im geschlossenen Gefal
bei 100° C) sehr empfindlich, besonders in Gegenwart von Kohlenhydraten®. Das gleiche gilt far
Tryptophan, das nach Luce® am stirksten betroffen wird. YoRrrraxa® berichtet, daB Tryptophan
allein durch eine Saurehydrolyse nicht zerstort wird, sondern daf erst in Gegenwart von Kohlen-
hydraten durch Huminbildung Verluste entstehen. Ahnliche Beobachtungen machten auch
OLcorT u. Mitarb.?, die noch besonders auf die gegenseitige Beeinflussung von Tryptophan und
Cystin/Cystein hinweisen.

Verhalten von Threonin und Serin.

Nach WINNIOK® ist eine lingere Saurehydrolyse bei 100° C ohne Einflu8 auf zu hydrolysieren-
den Gliadin zugesetztes Threonin, wihrend BorCHERS u. Mitarb.? bei der Hydrolyse von Zein mit
10—25% iger Schwefelsdure bei 100°, 140°, 165°, und 180° C und einer Dauer von 8 bzw. 15 Std.
eine zunehmende Zerstorung von Threonin feststellten. Uber Serin wird bereits von ABDERHALDEN
und Brorcu!® berichtet, daB es gegen Kochen in 25 % iger Schwefelsiure ziemlich empfindlich ist.
In neuerer Zeit machten GORDON u. Mitarb.11sowie Boyp und Locan!? die gleiche Beobachtung,
wobei erstere mit 10n-Salzsiure bei 37° C, letztere mit 6,8 n-Salzsiure unter RiickfluBl arbeiteten.

Verhalten reiner Aminosiuren.

Wihrend sich die bisher angefiihrten Untersuchungen in erster Linie auf unmittelbar aus dem
Proteinverband abgespaltene Aminoséuren bezogen, priiften GAWRILOW u. Mitarb.1® das Verhalten
einzelner reiner Aminoséuren in saurer Losung bei 180° C. Sie konnten unter diesen Bedingungen
eine verschieden starke Dosaminierung, gemessen an der Ammoniakabspaltung, feststellen. Da-
nach wurden Cystin, Histidin und Asparaginsiure stark geschidigt, Leucin, Alanin und Arginin
wenig, Valin, Lysin, Tyrosin, Glykokoll und Glutaminséure kaum verandert. Versuche mit Oxy-
aminoséuren erfolgten nicht. Die Konzentration der verwendeten Séuren lag um 1%.

Ein weiterer Punkt, der bei der Zerstérung von Aminosiuren wihrend der Erhitzung in saurer
Liésung beriicksichtigt werden muB, ist die von verschiedenen Autoren beobachtete groflere
Empfindlichkeit einzelner dieser Séuren in Peptidbindung, verglichen mit der freien Form. Nicc-
LET und SEINNY berichten iiber diese Erscheinung beispielsweise iiber Serin und Threonin, BarLgy?®
bei Cystein und Cystin, Auch GAwriLow u. Mitarb.’® konnten bei ihren Versuchen mit reinen

1 TrisTRAM, G. R.: Biochemic. J. 83, 1271 (1939).

¢ ScEEIN, A. H., u. C. P. BErG: Federat. Proc. 2, 69 (1943); Arch. of Biochem. 11, 209 u. 215
(1946).

3 BarLey, K.: Biochemic. J. 81, 1396 (1937).

4 HENRIQUES, V., u. J. K. GraLpBAEK: Hoppe-Seylers Z. 67, 8 (1910).

5 Luce, J. W. H.: Biochemic. J. 32, 775 (1938).

¢ YoriTaka, T.: Hoppe-Seylers Z. 290, 43 (1941).

7 Orcorrt, H. 8., u. H. FragNkgEL-CoxBaT: J. of Biol. Chem. 171, 583 (1947).

8 WiNNICK, T.: J. of Biol. Chem. 142, 461 (1942).

¢ BorcHERS, R., J. R. TorrER u. C. P. BEra: J. of Biol. Chem. 142, 697 (1942).

10 ABDERHALDEN, E., u. F. BroicH: Biochem. Z. 262, 321 (1933). °

11 GorooN, A. H., A. J. P. MarTiN u. R. L. M. SyxeE: Biochemic. J. 35, 1369 (1941).

12 Boyp, M. J., u. M. A. Logax: J. of Biol. Chem. 146, 279 (1942).

13 GawriLow, N. J., N. W. u. A. Bracixa: Bull. Soc. chim. France 5, 442 (1938).

12 Nrcorer B. H., u. L. A, Sminn: J. of Biol. Chem. 140, 685 (1941).
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Aminosiuren diese Feststellung machen. Sie beobachteten, daB Alanyl-glycin bei Erhitzung in
verdiinnter Saure auf 180° C mehr Ammoniak-N abspaltet als die beiden freien Aminoséuren allein.
Sicher kann hier in manchen Fallen auch die gegenseitige Beeinflussung einzelner Aminosiuren
untereinander die schon weiter oben bei der Zerstorung von Tryptophan bzw. Cystin/Cystein
erwihnt wurde?, eine Rolle spielen.

Einfluf von Sdurekonzentration, Temperatur und Erhitzungsdauer.

Nach ScuerN und Bere? ist der EinfluB einer Temperaturerhdhung groer, als wenn die
Erhitzungsdauer verlingert, die Saurekonzentration erh6ht werden®. Die Dauer der Erhitzung ist
insofern von Bedeutung, als eine Verlangerung iiber die zur Hydrolyse des Proteins notwendigen
Zeit hinaus die Aminosiduren sowohl verstirkt racemisiert als auch zerstort, besonders bei hoheren
Temperaturen.

Rolle der'Kohlenhydmte.

Im allgemeinen sind wohl die begleitenden Kohlenhydrate, insbesondere ihre reaktionsfihigen
Spaltprodukte, fiir einen groBen Teil der Zerstorung von Aminosiuren bei der EiweiBhydrolyse
verantwortlich, sei* es durch Adsorption, durch Aldehyd-Amino- bzw. Aldehyd-Phenol-Konden-
sationen oder sei es durch andere Reaktionen, die in erster Linie zur Bildung der humindhnlichen
schwarzen Riickstinde mit wechselndem N-Gehalt fithren. So berichtet Luee® iiber den groBen
EinfluB von Kohlenhydraten auf die Zerstdrung von Cystin und besonders Cystein in saurer
Losung. Dagegen halt er fiir Tyrosin und Tryptophan die Gegenwart von Kohlenhydraten fiir
praktisch bedeutungslos®, eine Ansicht, die von vielen anderen Autoren nicht geteilt wird. Nach
GoRTNER’ spielt gerade das Tryptophan eine Hauptrolle bei der Bildung von Huminverbindungen,
und zwar durch Kondensation eines H-Atoms des Indolringes mit einer Aldehydgruppe der
Kohlenhydrate. Auch KascHIRSKUH® machte shnliche Beobachtungen bei der Erhitzung von
Casein mit Kohlenhydraten. Nach Kigser und Kirsanowa® war besonders das Tyrosin an der
Huminbildung bei saurer Hydrolyse beteiligt. Durch Zusatz von Tannin oder Rohrzucker zu
reinen Aminosiuren konnten sie die gleiche Erscheinung hervorrufen. (Weitere Literatur vgl.io.)

Neben der Feststellung der Zerstdrung von Aminosduren bei der sauren Hydrolyse von Pro-
teinen sind auch eine ganze Reihe von Versuchen zur Vermeidung dieser Verluste gemacht worden.
Hier sei nur der Zusatz reduzierender Substanzen erwahnt. So verwendet in neuer Zeit KoFranyr't
Zinn(II)-chlorid, Quecksilber(IT)-chlorid oder Titan(IIT)-chlorid, um wenig gefarbte Hydrolysate
zu erlangen. Bei einem groBen UberschuB an Kohlenhydraten, wie beispielsweise in Nahrungs-
mitteln, waren die Ergebnisse allerdings nicht besonders giinstig. KARAMBELEA u. Mitarb.!? ver-
wendeten TiCl; und SnCl, bei der sauren Hydrolyse von Casein und konnten dabei sowohl eine
Schutzwirkung der Salze auf Tryptophan und Cystin als auch eine Katalysierung der Hydrolyse
beobachten. Letzteres wird ebenfalls von Liesen?? fiir TiCl;, SnCl, und SnCl, berichtet. Nach
Moss wird bei der Verwendung von Schwefliger Saure als Hydrolysieragens bei 100—180° C eine
Huminbildung verhindert und die Hydrolyse von beispielsweise Casein oder Soja ohne Verluste an
Tryptophan durchgefiihrt. Um Zerstérungen bei der sauren Hydrolyse zu vermeiden, arbeiteten
MoxiER und JuTisz!® mit einer, durch fiinfmaliges Destillieren von allen metallischen Verun-
reinigungen befreiten 6n-Salzsiure unter Luftabschlu bei 85—90° C, und vermieden dabei Verluste
an Tryptophan, Cystin/Cystein und Serin.

1 Oroorr, H. 8., u. H. FRAENKEL-CONRAT: Zit. S. 464, Anm, 7

¢ ScHEIN, A. H,, u. C. P. BEra: Zit. S. 464, Anm, 2.

3 BoroHES, R., u. C. P. BERG: J. of Biol. Chem. 142, 693 (1942).

¢+ HEenrze, K.: Diese Z. 100, 253 (1955).

5 Luee, J. W. H.: Zit. S. 463, Anm. 4.

s Lvag, J. W. H.: Zit. S. 464, Anm. 5.

7 GORTNER, R. A.: Hoppe-Seylers Z. 139, 95 (1924).

8 KascHIRSKUH, W. A.: J. chim. Gen. 10, 1495 (1940).

¢ KIESEL, A., u. E. KiRsaNowA : Biochimija [russ.] 6, 280 (1941); ref. in Ber. ges. Physiol. 126,
240 (1941).
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12 KARAMBELKA, P. V., u. A.: Ann. Biochem. Exp. Med. (India) 10, 1 (1950); ref. in Chem.
Abstr. 46, 1073 (1952).

13 LigBEN, F.: J. of Biol. Chem. 145, 223 (1942).

12 Moss, A. M.: U. S. P. 2, 442, 055. ausgeg. 25. V. 1948.

15 MoONIER, R., u. M. JuTisz: Bull. Soc. chim, Biol. (Paris) 32, 228 (1950); ref. in Ber. ges.
Physiol. 144, 216 (1951).
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Aus den hier angefiihrten, nur einen Bruchteil der Gesamtliteratur ausmachenden Arbeiten ist
zu ersehen, dal das Problem der Zerstérung von Aminoséuren bei der Hydrolyse von Proteinen
oder proteinhaltigen Substanzen schon seit langem im Mittelpunkt des Interesses steht. Wie je-
doch schon in der Einleitung zum ersten Teil dijeser Untersuchung, so muB auch hier wieder fest-
gestellt werden, da die in der Literatur berichteten Ergebnisse unter zu verschiedenartigen Be-
dingungen gewonnen wurden, um sowohl einen Vergleich der einzelnen Aminosiuren unterein-
ander, als auch mit den gewéihlten Bedingungen zu erméglichen. Das unterschiedliche Verhalten
mehrerer Arten von Aminostiuren unter gleichen Bedingungen wurde nur vonGawrirow u. Mitarb.!
untersucht, die jedoch, entsprechend ihrer Arbeitsrichtung, mit sehr verdiinnten Sauren erhitzten
und auch nur einen einzelnen Druckbereich, nimlich 10 atii (179° C), herausgriffen.

Die Aufgabe der folgenden Untersuchungen sollte es daher sein festzustellen,
wie sich einzelne reine Aminoséuren in Ab- oder Anwesenheit von Kohlenhydraten
und unter den im ersten Teil der Untersuchung zur Hydrolyse eiweiBhaltiger Produkte
gewihlten Bedingungen verhalten, um zunichst einen Uberblick und schlieBlich ge-
wisse Anhaltspunkte fiir eine spitere direkte Analyse der einzelnen Hydrolysate zu
erhalten. Letztere stoBt z. Z. noch auf betrichtliche Schwierigkeiten, insbesondere
wenn es sich, wie in diesem Fall, zum Teil um partielle Hydrolysate handelt. Als
nichstes wird dann die Empfindlichkeit der Aminoséuren in Peptidbindung zu unter-
suchen sein.

Versuchsteil.

Die Zerstérung der Aminosiduren bei Erhitzung in saurer Losung wurde vorerst
nur durch Bestimmung der Ammoniakabspaltung, also der Desaminierung, verfolgt.
Im Zusammenhang mit den im ersten Teil der Arbeit entstandenen Fragen inter-
essierte diese Seite des Problems zuniichst am meisten. Auch ist diese Form der In-
aktivierung bzw. Zerstérung mit die wichtigste und haufigste unter diesen Bedingun-
gen (vgl. z.B. 2 3). Es muBl dabei beachtet werden, daB weitere Moglichkeiten der
Zerstorung, besonders bei Oxy- und Thioaminosiuren, bestehen, die auf
andere Weise zu erfassen sind. Auch Verinderungen der optischen Aktivitit unter
den gegebenen Bedingungen konnten nicht beriicksichtigt werden, da der groBte Teil
der untersuchten Aminosiuren nur in der dl-Form erhaltlich war.

Die Erhitzungstemperaturen wurden, wie im ersten Teil, zwischen 112° und 179° C gewiihlt,
wobei 112° C unter RiickfluB, die iibrigen Temperaturen im Autoklaven erreicht wurden. Auch
die Erhitzungsdauer blieb zunéchst unverandert 30 min, da es in erster Linie auf einenVergleich
zwischen den verschiedenen Aminosiuren ankam, Selbstverstiandlich miissen im AnschluB daran
auch Untersuchungen iiber den Einflul der Erhitzungsdauer erfolgen, um ein richtiges Bild von
den Vorgangen bei der Erhitzung in saurer Losung zu geben,

Zunéchst wurden die Aminossuren in reiner Losung in 15%iger Salzsiure erhitzt. An-
schlieBend folgten Versuchsreihen mit einem Zusatz von Saccharose, um das Verhalten der Amino-
séuren in Gegenwart von Kohlenhydraten zu untersuchen. Saccharose wurde gewihlt, da mit ihr
nach Kreser und KirsaNowat bei der sauren Hydrolyse Erscheinungen hervorgerufen werden
konnen, die der Huminbildung entsprechen und man daher so in gewissen Grenzen ein Modell fiir
die Hydrolyse von kohlenhydrathaltigen Proteinen erhilt.

Arbeitsweise.

Hydrolyse.

Von den Aminosiuren, die als reine Verbindungen vorwiegend in der dl-Form vorlagen (Merck-
Hoffmann-La Roche-Priparate); Histidin, Cystein und Lysin als Hydrochloride wurden jeweils,
200—250 mg in Reagenzgliser mit eingeschliffenem Stopfen eingewogen und mit 10 mi 15% iger
Salzséure (pro anal.) versetzt. Zu einem Teil der Proben wurden auBerdem 500 mg reine Saccha.-
rose hinzugefiigt. Die verwendeten Réhrchen besaBen eine Marke bei 10 und 20 ml, so daB nach
Beendigung der Erhitzung aufgefiillt werden konnte.

1 Gawrirow, N. J., N, W. u. A. BLaciNA: Zit. 464, Anm. 13.
2 MARTIN, A. J. P., u. R. L. M. SyxgE: Zit. S. 465, Anm. 10.
3 LieBEN, F.: Zit. S. 465, Anm. 13.

¢ KIESEL, A., u. E. Kirsanowa: Zit. S. 465, Anm. 9.
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Die Erhitzung der Aminosiurelosungen erfolgte in der gleichen Weise wie bei den Hydrolysen
der ersten Versuchsreihen. Der verwendete Autoklav hatte einen Rauminhalt von etwa 21 und
einen Druckbereich von 0—10 atii. Die in 15% iger Salzséiure gelosten bzw. suspendierten Proben
in den oben beschriebenen Réhrchen wurden, in einem Becherglas stehend, in den zu einem Drittel
mit Wasser gefiillten Autoklaven eingebracht. Die Wirmeiibertragung erfolgte auf diese Weise
geniigend gleichméBig. Als Erhitzungsdauer wurde der Zeitraum von der Erreichung der ge-
wiinschten Temperatur bis zum Abstellen des Brenners gerechnet, also wiederum Anheiz- und
Abkiihldauer unberiicksichtigt gelassen. Durch méglichst gleichmiBiges Anheizen gelingt es,
diese Zeiten weitgehend konstant zu halten. Die Abkiuhlung ging stets auf die gleiche Art vor sich
und das Offnen des Autoklaven erfolgte nicht vor Erreichung des Normaldruckes.

Beim Abkiihlen kam es gelegentlich vor, daB in den geschlossenen Rihrchen der Uberdruck
nicht so schnell nachlie wie im Autoklaven selbst und die Stopfen der Réhrchen absprangen. Um
ein Eindringen von Fliissigkeit in diesem Moment zu verhindern, wurden die Stopfen durch einen
diinnen Draht gesichert, so daf} sie sich nur etwas heben konnten.

Nach dem volligen Erkalten wurde dann der Autoklav gedffnet und das Becherglas mit den
Rihrchen herausgenommen. Wihrend die Proben ohne Kohlenhydratzusatz vollkommen klar
waren und keine Fiarbung zeigten (eine Ausnahme bildete Cystin, das sich schwach gelb farbte),
wiesen die Proben mit Kohlenhydratzusatz eine dunkle Farbung und einen schwarzen Riickstand
auf. Diese Erscheinung war jedoch auch zu beobachten, wenn Saccharose allein in 15 % iger Salz-
siure unter den gegebenen Bedingungen erhitzt wurde, und lieB keinen unbedingten Riickschluf3
auf eine eingetretene Zerstorung zu.

Neben der Erhitzung im Autoklaven wurde auch entsprechend bei normalem Druck, also unter
RiickfluB gearbeitet. Dazu kamen die Aminoséurelosungen in den oben beschriebenen Rohrchen
nach Zusatz eines Siedesteinchens in ein Paraffinélbad und wurden dort, nach Aufsetzen van
RiickfluBkiihlern, auf 110-—115° C (Durchschnitt 112° C) erhitzt, so daB sie schwach siedeten. Die
Dauer der Erhitzung berechnete sich ebenfalls von der Erreichung der Siedetemperatur bis zum
Abstellen des Brenners.

Bestimmung von NH;—N.

Zur Bestimmung des abgespaltenen, als Ammonchlorid vorliegenden Ammoniakstickstoffs
wurde der Inhalt des Rohrchens zunidchst mit 10% iger Natronlauge (pro anal.) auf ungefihr
py 6—86,5 gebracht und nach Abkiihlen auf 20 ml aufgefiillt. Die Kohlenhydrat enthaltenden
Proben mufBten anschlieBend filtriert werden, die anderen Proben kamen direkt zur Verwendung.
Ein aliquoter Teil von 10 ml wurde in einen 500 ml-Langhals-Rundkolben gebracht, mit Wasser
auf etwa 200 ml verdiinnt und mit ungefahr 4 g Magnesiumoxyd (reinst) versetzt. Die Destillation
des Ammoniaks erfolgte in einer Schliffapparatur mit Spezialvorsto bei einem Vakuum von etwa
13 mm (Wasserstrahlpumpe) und einer Wasserbadtemperatur von 40° C. Der iibergehende
Ammoniak wurde in vorgelegter Siure aufgefangen und diese zurticktitriert. Die Normalitit der
vorgelegten Saure ist verschieden und war dem Grad der Ammoniakabspaltung anzupassen. Als
Dauer fiir die Destillation erwiesen sich 30 min als ausreichend.

Vorher waren mit den verwendeten Chemikalien ohne Zusatz einer Aminoséure sowie mit der
entsprechenden Aminoséure aber ohne vorheriges Erhitzen Blindbestimmungen vorgenommen
worden. In letzterem Fall betrugen die Blindwerte ausnahmslos 0, es fand also bei den angewen-
deten Destillationsbedingungen noch keine Abspaltung von Ammoniak statt.

Bestimmung von Aminogruppen.

Zur Kontrolle einer méglichen weiteren Zerstérung oder Blockierung von Aminogruppen
neben der Abspaltung als Ammoniak-Stickstoff wurde weiterhin in einem aliquoten Teil von 5 ml
die Formoltitration nach S6rRENSEN? durchgefiihrt. Dazu erfolgte nach Neutralisation der Losung
gegen Neutralrot ein Zusatz von 5 ml neutralisierter (Phenolphthalein) 30% iger Formaldehyd-
Issung und die anschlieBende Titration mit 0,25 n-Natronlauge bis zum Umschlag von Phenol-
phthalein. Da bei dieser Bestimmung neben den «-Aminogruppen auch der Ammoniakstickstoff
quantitativ erfaBt wird, mute auch nach der Erhitzung der Aminoséduren im Autoklaven der
urspriingliche Wert gefunden werden, falls nicht Aminogruppen beispielsweise durch Reaktion
mit Kohlenhydraten blockiert oder von dem schwarzen Riickstand adsorbiert und damit sowoht
analytisch wie physiologisch unzugiinglich geworden waren. Bei allen untersuchten Aminosauren,
mit Ausnahme des Cysteins, war dieser Wert der Formoltitration auch bei den hohen Tempera-
turen und in Gegenwart von Kohlenhydraten unverindert.

1 Handbuch der Lebensmittelchemie. Bd. 1I/2, S. 617.
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Ergebnisse.

Bei niherer Betrachtung der Ergebnisse in Tab. 1 fillt als erstes auf, daBl ein
groBer Teil der untersuchten zw6lf Aminoséuren in freier Form, auch bei Gegenwart
von Kohlenhydraten, gegeniiber einer kiirzeren Erhitzung in 15%iger Salzséiure,
selbst bei hohen Temperaturen ziemlich unempfindlich ist. Jedenfalls trifft das fur
die hier allein untersuchte Desaminierung zu. Inwieweit andere Schiddigungen des
Molekiils der Aminosiuren unter diesen Bedingungen eintreten, ist noch festzustellen.
Jedoch scheinen nach den Ergebnissen der zur Kontrolle durchgefiihrten Formoltitra-
tion zumindest die a-Aminogruppen nicht verdndert zu werden, so daf also weder
eine Bildung von léslichen Aminosiure-Kohlenhydratkomplexen, noch eine merkbare
Adsorption an unlsliches Kohlenhydrat bzw. Huminbildung stattgefunden hatte,
was durch den duerst geringen Stickstoffgehalt der schwarzen Riickstdnde (0,08
bis 0,5%, vom Gesamtstickstoff) bestitigt wurde. Eine Ausnahme bildet hier das

Tabelle 1. Der Einfluf erhihten Drucks auf wifrige Aminosgure-Lisungen ohne bzw. bei
Gegenwart von Saccharose.

Zerstorung von Aminosiuren, berechnet aus dem abgespaltenen NH;-N, bei einem Uberdruck von
0 atit 2 atit 4 atil 5 atil 6 atil 7 atil 8 atii 10 atii

Menge und Art Jund 112°C | und 130° C | und 148° C | und 154° C | und 161° C | und 166° C { und 170° C | und 179° C
der Aminosiure

ohne | mit | ohne| mit | ohne| mit | ohne| mit | ohne| mit ohne| mit uhnei mit ohnei mit

25 mg Saccharose in %,

250 mg Glut-
aminsiure -] 101103020301/ 04} — | — | O 0,2 — | — 01| L1
100 mg
Glykokoll . {13|16,071,1/06|15] 10| 20]08| 14| 05}12 — | — |09 1,2
100mg Valin | 0,712,206 | 1,706 | 1,7] 0,8} 2,0/ 06| 1,7/ 0,7 1,6| — | — | 1,0| 2,1
110 mg
Isoleucin® . 10,5/06|04/05,0,7|08] 04|05 —| — (04,07 — | —| 04 0,7
100 mg
Leuein* . . |08)1,7/08|16|06]|1,0]| 08| 22,06} 1,3/ 09! 27| — | 16| 09| 1,7
100 mg
Lysinx2HCPH{ 0 (0,2/01|06/05|1,1]05|08 —|—1]04/05 —|—102] 04
100 mg
Histidin-
hydrochlorid®*j 0,110,2{0,30,7/06,1,0| 0206 — | — 10107}, — | — |0 0
100 mg
Argininz . . |1,0/2,7/0918(08|48 09| 52| 11|57 1,5 7,1} —| — | 3,187
100 mg
Methionin . | — | —[09(1,2/06,06| 14|16/ 0,7/ 1,5/09 14| —| — 08 18
100 mg
Cystin. . . | — 1| —|13|26)|48]|6,0]| 74| 82|13,8|14,2 (16,4 16,9 26,8 25,3 |41,2|38,0
100 mg ‘
Cysteinhydro-
chlorid®* . . 11,646 |18|7,1|22|81]| 25 99| 2,6/10,6| 3,4/120 — | — | 44|144
100 mg Serin | 2,2 | 2,6 | 3,4 | 4,6 | 7,7 | 8,3 |10,4 (11,7 (15,1 |16,2 |22,6 24,7 29,9 |33,3 |46,2 (47,3
100 mg Gly-
eylglycint . | — | — | 0,7/ 1,5/07|1,5| 1,2| 1,8/ 09| 1,5| 0,7| 1,2] — | — | 0,8] 1,1

? Zerstorung beil atii: 0,9 bzw. 1,7% ; bei 9 atii: 0,9 bzw. 1,3%.

2 Zerstorung bei 3 atii: 0,8 bzw. 2,8%. Berechnung auf «-Amino-N.

3 Nur Desaminierung. Gesamt-Zerstérung 80—90%.

4 Gerechnet auf 2 a-Aminogruppen je mol.

5 Im Rahmen vorliegender Arbeit wurden die Werte fiir diese 3 Aminoséuren von Herrn
W. TimpE bestimmt (Diplomarbeit Techn. Univ. Berlin 1952),
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Cystein, dessen Verhalten noch néher untersucht werden mufl, da nach den bisher
durchgefiihrten Bestimmungen nicht sicher zu entscheiden ist, ob es sich um eine
Bildung von, evtl. auch teilweise 16slichen, Verbindungen zwischen «-Aminogruppen
des Cysteins und reaktionsfihigen Gruppen des Kohlenhydrats handelt, oder ob in
erster Linie eine Adsorption stattfindet. Fir eine Huminbildung wiirde der verhélt-
nismiBig hohe Stickstoffgehalt des schwarzen Riickstandes von 6,0—7,5 mg N,
sprechen, was etwa 709, des Cysteinhydrochlorids gleichkdme. Wie aus Tab. I zu ent-
nehmen ist, liegt dieser Verlust also wesentlich hoher als der durch Desaminierung
verursachte. Da die iibrigen untersuchten Aminoséduren unter den gewihlten Be-
dingungen nicht oder nur ganz geringfiigig und nur bei hohen Temperaturen ad-
sorbiert wurden, miissen beim Cystein besonders aktive Gruppen vorhanden sein, die
entsprechend in Aktion treten. Moglicherweise kann hier die von Luca! beschriebene
Realktion zwischen den sehr reaktionsfihigen SH-Gruppen des Cysteins und Aldehyd-
oder Ketogruppen des Kohlenhydrats unter Bildung von Mercaptalen oder Mercap-
tolen von EinfluB sein.

Im Gegensatz zu dem gréBeren Teil der untersuchten Aminoséuren ist eine geringe
Anzahl wesentlich empfindlicher und zeigte Verluste bis zu fast 50%,. Vergleicht man
nun den Verlauf der Ammoniakabspaltung bei steigender Temperatur dieser beiden
Gruppen von Aminoséuren miteinander, so fillt auf, daB die entsprechenden Werte
bei den Aminosiuren mit den gréBeren Verlusten stetig ansteigen, wihrend bei den
geringfiigig betroffenen Aminosduren die Ammoniak-Abspaltung meist zwischen
4 und 6 atit (148—161° C) ein gewisses Maximum erreicht, um nachher bei den héhe-
ren Temperaturen wieder geringer zu werden, und zwar sowohl mit als auch ohne
Kohlenhydratzusatz. Der formoltitrierbare Stickstoff verdndert sich dabei nicht.
Eine Erklirung dieser Erscheinung ist zundchst nicht méglich. Auch 148t sich noch
nicht entscheiden, ob und wie weit sie mit den im ersten Teil berichteten Maxima und
Minima bei der Abspaltung von «-Amino-Stickstoff aus Protein bei zunehmender
Temperatur in Zusammenhang steht. Weitere Versuche sind zur Klidrung dieser Frage
notwendig.

Ebenso sind noch weitere Untersuchungen iiber die verstirkte Empfindlichkeit
von Aminosiuren in Peptidbindung erforderlich. Das hier zunichst herangezogene
Glycyl-glycin lieB keine stirkere Zerstérung im Vergleich zu Glykokoll erkennen
(vgl. Tab. 1). Méglicherweise sind nur gemischte Peptide empfindlich. GawriLow
u. Mitarb.2 stellten eine verstirkte Ammoniakabspaltung bei Alanyl-glycin fest.

Der Einflul der Zeit auf die Ammoniakabspaltung bei verschiedenen Tempera-
turen wirkt sich bei den einzelnen Aminosiuren unterschiedlich aus. So erfolgte bei
Serin, einer empfindlichen Aminosiure, bei lingerer Erhitzung nur eine méfige Ver-
stirkung der Ammoniakabspaltung, die einer Erhshung der Temperatur bei 30 min
Dauer entsprach (vgl. Tab. 1, Abb.1 u. 2), wihrend bei Glykokoll, einer wenig
empfindlichen Aminoséure, sowoh! unter RiickfluB} als auch bei htheren Temperatu-
ren unter Druck durch Verlingerung der Erhitzungsdauer die Héhe der sonst bei
30 min und héheren Temperaturen erhaltenen Ammoniakwerte weit tiberschritten
wurde (vgl. Tab. 1, Abb. 1 u. 2). Es ist anzunehmen, daf hier eine gewisse Empfind-
lichkeit gegeniiber oxydativen Einfliissen eine Rolle spielt, worauf schon die bei
112° C (RiickfluB) héher als bei 130° C (Autoklav) liegenden Ammoniakwerte hin-
deuten. .

Der EinfluB der Kohlenhydrate auf die Zerstérung bzw. Inaktivierung scheint bei
" den einzelnen untersuchten Aminosduren ebenfalls sehr unterschiedlich zu sein, ist

1 Luca, J. W. H.: Zit. S. 463, Anm. 4.
2 GawriLow, N. J., N. W. u. A. BracixNa: Zit. S. 464, Anm. 13.
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aber unter den gewihlten Bedingungen nicht so groB, wie zundchst angenommen
wurde. Eine wesentlich verstirkte Ammoniakspaltung zeigte sich eigentlich nur !Jei
Cystein und Arginin, wihrend eine Blockierung von oc-Aminogrl.poen bzw. eine
Huminbildung und Adsorption nicht zu beobachten war. Die einzige Ausn'ahme
bildete hier, wie schon weiter oben angefiihrt wurde, das Cystein. — Versuche mit den
bei Anwesenheit von Kohlenhydraten
in saurer Losung als sehr empfindlich
bekannten Aminosiuren Tyrosin und
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Abb. 1. Die Zerstérung von Serin und Glykokoll in
saurer Losung bei 112° C unter RiickfluB in Abhingig-

keit von der Erhitzungsdauer. Serin ohne Saccharose:

Abb. 2. Die Zerstérung von Serin und Glykokoll in saue-
rer Losung bei 148° C in Abhingigkeit von der Er-
hitzungsdauer. Serin ohne Saccharose: X ; Serin mit

X ; Glykokoll ohne Saccharose:O ; Glykokoll

Saccharose: /\: Glykokoll ohne Saccharose: O ;
mit Saccharose: e.

Glykokoll mit Saccharose: e, -

Tryptophan stieBen auf Schwierigkeiten, ebenso wie bei der dritten aromatischen
Aminoséure Phenylalanin, da schon bei Abwesenheit von Saccharose keine iiberein-
stimmenden Ammoniakwerte erhalten werden konnten. Eine nihere Untersuchung
der Ursachen dieser Stérungen soll erfolgen.

Zusammenfassung.

Im AnschluBl an den ersten Teil der Versuche iiber den EinfluB von Temperatur,
Druck und Dauer auf die saure Hydrolyse von eiweilhaltigen Produkten wurden
12 reine Aminoséuren auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber einer Erhitzung in salz-
saurer Losung bei steigenden Temperaturen und unter Zusatz von Kohlenhydraten
(Saccharose) untersucht. Die Temperaturen lagen zwischen 112 und 179° C (0—10
atil). Als MaB der Zerstérung diente die Ammoniakabspaltung.

Unter den gegebenen Bedingungen wurden die Aminoséuren Glykokoll, Glutamin-
stiure, Valin, Leucin, Isoleucin, Lysin, Histidin und Methionin in reiner Form nur zu
0,5—19%, desaminiert. Der Zusatz von Saccharose erhohte die Verluste auf ungefihr
2%. Cystin, Cystein, Serin und in geringerem MafBe auch Arginin waren dagegen
wesentlich empfindlicher und erlitten Verluste bis zu 479,. Nur bei Arginin und
Cystein hatte der Zusatz von Kohlenhydrat einen verstirkenden Einflu$ auf die Des-
aminierung. Das Dipeptid Glycyl-glycin war unter den Versuchsbedingungen nicht
empfindlicher als freies Glykokoll. )
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