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(Eingegangen am 10, Juli 1063)

In unserem Arbeitskreis wird seit langerer Zeit iiber die Verinderung der
Nahrungsstoffe bei der Einwirkung von Hitze gearbeitet. Als die wichtigsten
Bestandteile der Nahrung sind bisher die Proteine (10, 11, 17), Zucker (10, 11)
und Fette (9, 4, 5) untersucht worden. Nun soll in dieser Arbeit die Verénderung
der Ribonucleinsiure (RNS) bei der Einwirkung von Hitze und die ernéhrungs-
physiologische Bedeutung der RNS untersucht werden. Wenn die Nuclein-
sduren auch keine essentiellen Nahrungsfaktoren sind, so sind sie doch normale
Bestandteile aller Zellen und Gewebe und kommen daher in der Nahrung in
geringen Mengen vor.

Die Ribonucleinsiure ist aus dquimolekularen Mengen Phosphorsiure, D-
Ribose und einem Gemisch von 4 Pyrimidin- bzw. Purinbasen aufgebaut. Die
Phosphorsiure und die Ribose bilden als polyfunktionelle Komponenten iiber
Esterbindungen die makromolekulare Verbindung. Die Basen sind N-glyko-
sidisch in 1'--Verkniipfung an die Pentosereste gebunden. Sowohl die Ester-
bindungen als auch die N-glykosidischen Bindungen sind labil und werden bei
der thermischen Behandlung angegriffen.

Die Verdnderungen der RNS werden je nach der thermischen Behandlungs-
weise von unterschiedlicher Art sein. Temperatur und Zeit spielen als die
wichtigsten duleren Einfliisse eine groBe Rolle. Aber auch die Gegenwart oder
der Ausschlul von Luft, sowie das trockene Erhitzen oder das Erhitzen wil3-
riger Losungen fithren zu differenten Ergebnissen. Als Reaktionsprodukt ist
durch Desaminierung an den Basen (Adenin, Guanin und Cytosin) Ammoniak
zu erwarten. Aullerdem wird eine mehr oder weniger weit gehende Abspaltung
der Basen stattfinden. MIoHEEL u. Mitarb. (14) haben gezeigt, daf3 die Stabilitat
der N-Glykoside auBler von der Zuckerkomponente, wie SCHrRAMM (20) gezeigt
hat, von der Einbeziehung des glykosidischen N-Atoms in ein Resonanzsystem
abhingt. Die Pyrimidinbasen sind daher etwas stabiler als die Purinbasen
gegeniiber H+-Tonen katalysierter Hydrolyse. Als weitere labile Bindung ist die
Phosphorsaurediesterbindung im RNS-Molekiil einem Angriff durch H*-Ionen
ausgesetzt. Neben anorg. Phosphat konnen dabei Nucleoside und Nucleotide
sowie Polymere mit prim. bzw. sek. Phosphatesterendgruppen entstehen.

Bei der Zerstorung der heterozyklischen Ringe ist mit der Bildung von
Harnstoff zu rechnen. Doch diirfte unter den Versuchsbedingungen diese Auf-
spaltung nicht in groem Umfang auftreten.

Da die Lebensmittelverarbeitung im allgemeinen in Gegenwart von Luft
stattfindet, werden alle Versuche unter Durchleiten von Luft durchgefiihrt.
Dadurch werden die Reaktionen oft undurchsichtig und eine Erklérung fiir die
Reaktionsvorginge wird in vielen Fillen sehr erschwert.

*) Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. H. KravT zum 70. Geburtstag gewidmet.
**) Diss. (Mainz 1963).
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1, Thermische Behandlung von Heferibonucleinsiiure in trockenem Zustand

Die Nucleinsiureproben werden 2 bzw. 5 Std. unter Luftdurchleiten auf
105 °C erhitzt. Das von uns verwendete RNS-Priparat (Hefenucleinséiure) hat
20 mg freien Ammoniak pro 100 g RNS, d. h. 0,115%, des gesamten Stickstoffs
liegen in Form von Ammoniumionen an die Nucleinsiure gebunden vor. Das
Reaktionsprodukt enthdlt anstatt der anfénglich vorhandenen Menge von
20 mg Ammoniak 100 mg (2 Std.) bzw. 150 mg (5 Std.) Ammoniak pro 100 g
RNS.

Bei der thermischen Behandlung nimmt das anorganische Phosphat zu. Im
Gegensatz zu Ammoniak, welcher durch Abspaltung der Aminogruppe am
Adenin, Guanin oder Cytosin, eventuell auch bei der Aufspaltung des hetero-
zyklischen Ringes der Basen entsteht, wird bei der Bildung von anorg. Phosphat
der makromolekulare Verband zerstért. Die anfiangliche Menge von 15 mg
anorg. P nimmt bei der 2 Std. erhitzten Nucleinsidure auf 87 mg anorg. P bzw.
bei der 5 Std. erhitzten Nuecleinsiure auf 177 mg anorg. P pro 100 g RNS zu.
Wir erhalten nach dem Erhitzen also das 6- bzw. 12fache des urspriinglichen
Wertes an anorganischem Phosphat.

Nehmen wir an, dal das Mol.-Gew. 35000 betrigt und das mittlere Mol.-
Gew. der Nucleotide 350 ist, so sind in dem Makromolekiil 100 Nucleotid-
einheiten und damit 100 Phosphatbriicken.

Gesamt-P der RNS etwa 99
Anorg. P 0,016%, = 0,179, d. Gesamt-P
Anorg. P nach 5stiind. Erhitzen 0,177%, = 1,979, d. Gesamt-P

1,89, des gesamten P werden wihrend der thermischen Behandlung in anorg. P
ibergefithrt, d. h. aus einem Makromolekiil mit 100 Phosphoratomen werden
1,8 anorg. P und 1,8 4 1 Polynucleotide als Bruchstiicke der Nucleinsdure
gebildet. Endstindige Phosphatreste werden bei dieser Rechnung nicht beriick-
sichtigt.

Harnstoff wurde nicht gefunden.

Die reine Ribonucleinsidure, die 2 Std. und 5 Std. erhitzten Ribonuclein-
siuren werden mit verdiinnter Natronlauge hydrolysiert und die Losung der
Hydrolysenprodukte nach Einstellung von pr 5,3 auf einer Anionenaustauscher-
siule getrennt. Mit einem Ameisens#uregradienten bis pg 1,6 kdénnen folgende
Fraktionen isoliert werden: '

Tabelle 1. Fraktionierung des alkalischen RNS-Hydrolysats an Dowex-1-formiat. Eluiert

wurde mit Ameigensiure steigender Konzentration. Fiir die einzelnen Nucleotide ist der

Extinktionsquotient angegeben. Cp = Cytidylsiure, Ap == Adenylsdure, Up = Uridyl-
giure, Gp = Guanylsiure und Ip = Inosinsiure

_— E 280
Eluiert bei py Q Fa60
Nucleoside und freie Basen werden nicht absorbiert — —
2’-Cp 3,26-3,20 1,82
3-Cp 3,20 2,00
2'-Ap 2,85-2,80 0,22
3'-Ap 2,80 0,22
2’ und 3'-Up 2,80-2,70 0,33
2'- und 3'-Gp 2,70-2,40 0,65-0,70
2’- und 3'-Ip 2,10-2,00 0,8
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Inosinsdure wird bei den thermisch behandelten Nucleinsiuren in etwas
groBerer Menge als in der reinen RNS gefunden. Die Nucleotidmenge nach der
Hydrolyse mit verd. Natronlauge hat bei den erhitzten Substanzen ab-
genommen. Diese Abnahme verteilt sich auf die einzelnen Nucleotide nicht in
gleicher Weise (siche Tab. 2). Die Abnahme ist bei der Cytidylsiure am
starksten und bei der Adenylsiure und Guanylsdure etwas geringer. Bei der
Uridylsdure haben wir keine Abnahme festgestellt. Dieser konstante Wert der Uri-
dylsdure kann darauf zuriickgefiihrt werden, daB sie in dem MaBe, in dem sie zer-
stért wird, wieder aus Cytidylsiure durch Hydrolyse der Aminogruppe entsteht.

PDer Durchlauf, der Nucleoside und freie Basen enthélt, wurde niher unter-
sucht. Von den Nucleosiden werden nur Spuren, von den Pyrimidinbasen
iiberhaupt nichts gefunden. Die Hauptmenge des Durchlaufs bilden die Purin-
basen Adenin und Guanin, die bei den erhitzten Substanzen zunehmen. Freies
Adenin steigt von 2 auf 99, des gesamten Adenins und freies Guanin von 1 auf
5%, des gesamten Guanins.

Tabelle 2. RNS wird trocken 2 und 5 Std. erhitzt. 250 mg RNS, alkalisch hydrolysiert,

werden an Dowex-1-Formiat X8, 30 em X1 cm fraktioniert. Aus der Extinktion pro

Volumeneinheit werden die mAquivalente und die Anteile der zerstorten Nucleotide (in %)

berechnet. Cp = Cytidylstiure, Ap = Adenylsiiure, Up = Uridylsiiure, Gp = Guanylsiure
und Ip = Inosinsdure

Ext 260 mu/1000 ml m Aquivalente % dezrerlgt‘}jcrlteoﬁde
Stunden erhitzt 0 2 | 5 0 2 5 2 5
Cp 0,845 0,807 0,715 0,12 0,12 0,10 4.0 16,56
Ap 226 | 204 | 202 | 016 | 014 | 0,14 95 | 11,2
Up 1,50 1,47 1,50 0,16 0,15 0,15 0 (¢}
Gp 2,06 1,98 1,87 0,18 0,17 0,16 4,0 9,6
Ip 0,017 0,109 0,108

Die Zerstorung der Nucleotide beruht auf einer Spaltung der N-glykosidi-
schen Bindung, die wie erwartet bei den Pyrimidinbasen geringer ist als bei den
Purinbasen. AuBerdem findet noch Desaminierung statt.

2. Thermische Behandlung von Ribenucleinsiiure und Glukose in wiiiriger Lésung

In wifirigen Losungen verlaufen die Reaktionen wesentlich anders. Es
findet eine stirkere Verinderung beim FErhitzen statt als bei trockenem
Erhitzen. Die RNS-Losung hat nach Sstiindigem Erhitzen auf 110 °C einen pg-
Wert 2,5. Die Aziditdt der in der Hitze gelosten Nucleinséiure ist verhéltnis-
miBig grof (pg 3,0) und nimmt wihrend der Reaktion zu. Innerhalb von 5 Std.
findet bereits eine weitgehende Abspaltung der Purinbasen statt. Gleichzeitig
findet auch eine Spaltung der Phosphoresterbindungen statt. Wie ScarAMM u.
Mitarb. (16, 20) gezeigt haben, ist die Bildung einer hochpolymeren Apurin-
sdure nur bei der Desoxyribonucleinsiure moglich. Das Makromolekiil der RNS
wird abgebaut. Ein Auftrennen der Reaktionsprodukte an einer ECTEOLA-
Austauschersdule ist nicht mehr moglich.

Eine Mischung aus 1 Teil RNS, 1 Teil Glukose und 5 Teilen Wasser wird
5 Std. unter Luftdurchleiten auf 105 °C erhitzt. Die klare Reaktionslosung
reagiert sauer. Nach dem Abkiihlen wird ein pg-Wert von 2,6 gemessen. Mit
2 n Natronlauge wird die Reaktionsldsung neutralisiert.

16
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Mit dquimolaren Teilen werden folgende Versuche durchgefiithrt:
a) Alkalische Hydrolyse und anschlieBende chromatographische Trennung
der Nucleotide an einer Anionenaustauschersiule.

b) Azidimetrische Bestimmung des Ammoniak.

c) Bestimmung des anorganischen Phosphors.

ad a) Die neutrale Reaktionslésung wird mit verd. Natronlauge versetzt.
Man ldBt iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen. AnschlieBend wird mit
verd. Salzsfiure neutralisiert und die Losung der Nucleotide auf einer Anionen-
austauschersiule getrennt. Abb. 1 zeigt das Fraktionierungsdiagramm.
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Abb, 1. Fraktionierung des alkalischen Hydrolysats von einem 5 Std. erhitzten Gemisch von RNS und
Glukose in Wasser durch Ionenaustausch. Ionenaustauscher: Dowex-1-Formiat x 8. Elution: Ameisensiure-
gradient

Der Durchlauf, Fraktion A, der die Nucleoside, die freien Basen und die
Zucker enthilt, ist im Gegensatz zur alkalischen Hydrolyse einer reinen RNS
um ein vielfaches grofier. Die Extinktion je 1000 ml bei 260 my betrigt 2,43
gegeniiber 0,197/1000 m] fiir die entsprechende Fraktion der reinen RNS nach
alkalischer Hydrolyse. Das entspricht einer Zunahme um rund das 12,5fache. In
dieser Fraktion sind die beiden Purinbasen, sowie ein groBer Teil der Glukose
und Ribose enthalten. Diese Substanzen werden mit Hilfe der Papierelektro-
phorese getrennt und nachgewiesen. Neben Purinbasen und kleinen Mengen
Nucleoside kommen hier mit grofier Wahrscheinlichkeit noch Reaktionspro-
dukte der Zucker vor, die UV-Licht nicht absorbieren, aber auch mit den
Reagenzien, die wir zum Nachweis der Purinbasen, Pyrimidinbasen und
Zucker verwenden, nicht reagieren. Auflerdem konnen durch Aufspaltung der
Purin- bzw. Pyrimidinringe Substanzen in kleinen Mengen entstehen, die von
uns noch nicht analytisch erfa3t sind und auch in der Fraktion A enthalten sind.
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Die Fraktionen B-E (siche Abb. 1) bestehen aus den Nucleotiden in der
Reihenfolge Cytidylsiure, Adenylsiure, Uridylsdure und Guanylsiure. Eine
geringe Menge Inosinsdure (F) wird auch gefunden.

In Tab. 3 sind die Mengen der einzelnen Fraktionen angegeben und als
Vergleichswerte die Mengen der einzelnen Nucleotide, die bei der Hydrolyse
reiner RNS entstehen. Aus dieser Tabelle kann man entnehmen, da8 ein groler
Teil der Purinnucleotide abgebaut wird zu den freien Basen, wie wir aus dem
Anstieg der Fraktion A gesehen haben.

Es zeigt sich, daB8 die eigene Aziditdt der Nucleinsdure bei 5Sstiindigem
Erhitzen auf 105 °C bereits ausreicht, um wenigstens einen Teil der Purinbasen
abzuspalten. Die Glukose diirfte in den Spaltungsmechanismus nicht eingreifen.

ad b) Die Menge an freiem Ammoniak in der Lésung nimmt wihrend der
Reaktion zu. RNS hat 20 mg NH,/100 g RNS, d. h. 0,115%, des gesamten Stick-
stoffs liegen in Form von Ammoniak vor. Wihrend der thermischen Behand-
lung des RNS-Glukosegemisches steigt die Menge des freien Ammoniaks auf
0,809, an. Die Entstehung von Ammoniak durch thermische Behandlung von
RNS und Glukose in wéBriger Losung ist in derselben GréBenordnung wie beim
trockenen Erhitzen der RNS.

Tabelle 3. RNS und Glukose werden 5 Std in waBriger Losung erhitzt. 250 mg RNS,

alkalisch hydrolysiert, werden an Dowex-1-Formiat X 8, 30 cm X 1 em fraktioniert. Aus der

Extinktion pro Volumeneinheit werden die m Aquivalente und der Anteil der zerstérten

Nucleotide berechnet., Cp = Cytidylsdure, Ap = Adenylsidure, Up = Uridylsdure, Gp =
Guanylsiure und Ip = Inosinsiure

Ext. 260 m/1000 ml m Aquivalente
% der
Nucleotide
RNS RNS + Glu RNS RNS + Glu zerstort
erhitzt erhitzt

Cp 0,845 0,561 0,124 0,0825 23
Ap 2,261 0,786 0,159 0,0552 85
Up 1,501 1,211 0,150 0,121 19,6
Gp 2,054 0,705 0,175 0,064 63,6
Ip 0,017 0,063 - - -

ad ¢) Bei der Bestimmung des anorg. Phosphat finden wir, daB die anfing-
liche Menge von 0,015 g P/100 g RNS bei der reinen Nucleinsiiure auf 2,664 g
P/100 g RNS, d. h. 27,5%, des gesamten Phosphors, gestiegen war. Das Makro-
molekiil wird vollstindig zerstort. Jedes vierte P-Atom liegt als anorg. Phos-
phat vor. Es sind also im Durchschnitt nur mehr Tetranucleotide vorhanden.

3. Thermische Behandlung von Ribonucleinsiiure und Glukose
in neutraler wiiBriger Lésung

Nachdem wir gesehen haben, daB bei der thermischen Behandlung der RNS-
Glukose-Losung die Verdnderung vorwiegend auf der Aziditidt der Nucleinsiure
beruht, haben wir eine Mischung aus 1 Teil RNS, 1 Teil Glukose und 5 Teilen
Wasser mit verd. Natronlauge neutralisiert und 5 Std. auf 105 °C erhitzt. Wie
wir schon vermutet haben, ist der Abbau geringer als bei der nicht neutrali-
sierten RNS-Losung. Die Nucleotidmenge nach der Hydrolyse mit verd.

16*
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Natronlauge hat etwa im gleichen Verhéltnis wie beim trockenen Erhitzen von
RNS abgenommen. Vorwiegend wird die N-glykosidische Bindung der Purin-
nucleotide gespalten. Sie sind zu 18 bzw. 169 zerstort worden. Die Cytidylsdure
hat um 59, abgenommen. Die Uridylsdéuremenge ist konstant geblieben. Im
Reaktionsprodukt wird Adenin und Guanin gefunden.

Das anorg. Phosphat steigt von 0,17%, des Gesamt-P auf 69. Das Makro-
molekiil wird also weitgehend zerstort.

Freier Ammoniak steigt von 0,119, des gesamten Stickstoffs auf 0,609%,.

Tabelle 4. 250 mg RNS und 250 mg Glukose werden 5 Std. in neutraler wifriger Losung

erhitzt. Die Losung der alkalischen Hydrolysenprodukte wird an Dowex-1-Formiat x 8,

30 em x 1 em fraktioniert. Aus der Extinktion werden die Aquivalente und der Anteil der

zerstorten Nucleotide berechnet. Cp = Cytidylsdure, Ap = Adenylséure, Up = Uridyl-
sdure und Gp = Guanylsidure

Ext. 260 mu/1000 mi m Aquivalente
Oﬂ d
RNS + Glu RNS + Glu Nuélcoetli.de
RNS neutral RNS neutral zerstdrt
erhitzt erhitzt

Cp 0,845 0,800 0,124 0,118 5,3
Ap 2,261 1,850 0,159 0,130 18,2
Up 1,501 1,55 0,150 0,155 0,0
Gp 2,054 1,715 0,175 0,146 16,5

4. Gehalt von Lebensmittel an Nucleinsiure

Wie wir in der Einleitung schon erwihnt haben, ist die Menge der Nuclein-
siure in der Nahrung sehr gering. Bisher fehlt in der Literatur eine Aufstellung
iiber den Nucleinsduregehalt der Lebensmittel. Meistens wurde der Nuclein-
siduregehalt an kleinen Versuchstieren bzw. an keimenden und wachsenden
Pflanzen bestimmt. Wir haben aus den in der Literatur vorhandenen Daten und
aus eigenen Nucleinsdurebestimmungen in Lebensmitteln die Nucleinsiure-
aufnahme in g/Kopf/Tag berechnet. Von den Hauptnahrungsmitteln (Tab. 6)
enthalten Zucker, Trinkvollmilch, Margarine, Butter, Schlachtfett und Eier

Tabelle 5. Nucleinsiuregehalt einiger tierischer und pflanzlicher Gewebe

% frisches Gewebe Nucleinsiure . it

RNS*) DNS*) 9 frisches Gewebe .

Leber 1,10 0,23 1,33 21
1,09 0,30 1,39 18

0,93 0,18 1,11 22

0,36 0,08 0,44 13

Muskel 0,08 0,06 0,14 19
Weizenmehl 0,06 0,08 0,14 *¥)
Roggenmehl 0,21 0,19 0,40 **)
Kartoffel 0,06 0,01 0,07 **)
Gemiise 0,09 0,02 0,10 *¥)
Milch 0,0 0,0 0,0 **)

*) RNS = Ribonucleinsiure, DNS = Desoxyribonucleinséure.
**) Eigene Bestimmungen.
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Tabelle 6. Nahrstoff- und Nucleinsiureaufnahme pro Xopf und Tag in der Bundesrepublik

Deutachland
Nahrungsmittel g/Kopf/Tag (24) N““’“},/f)‘“““’ 1‘;‘/1]%;{)‘}?%‘;2’

Weizenmehl 166 0,14 0,22
Roggenmehl 62,56 0,40 0,25
Reis -+ Futtergetreide 16,2 — —
Speisehiilsenfriichte 3,8 - —
Kartoffeln, einschl. Starke 365 0,07 0,27
Zucker 78,6 0,0 0,0
Honig, Kakaomasse 6,6 - —
Gemiise, insgesamt 119 0,10 0,12
Frischobst 134 — —
Trockenobst ’ 5,6 — —
Siidfriichte 68,7 — —
Niisse, Obstkonserven 11,2 —_ —
Rindfleisch 4.6 0,1-0,2 0,066
Kalbfleisch 4,9 0,1-0,2 0,008
Schweinefleisch 79.4 0,1-0.2 0,12
Schaffleisch 0,8 — —
Pferdefleisch L1 — —
Innereien 7,2 0,5-1,0 0,055
Gefliigelfleisch 10,7 0,2 0,022
Sonstiges Fleisch 1,9 — -
Fische, Filetgewicht 1,9 — —
Trinkvollmilch 308 0,0 0,0
Trinkmagermileh 29,4 0,0 0,0
Kondensmilch 19,7 0,0 0,0
Vollmilchpulver 2,2 0,0 0,0
Magermilchpulver 1,1 0,0 0,0
Ziegenmilch 8,8 0,0 0,0
Kiise, Quark 18,6 0,0 0,0
Eier 35,8 — —
Butter 21,4 0,0 0,0
Margarine (vitaminiert) 31,0 0,0 0,0
Schlachtfett 15,9 0,0 0,0
tier. u. pflanzl. Ole 10,7 0,0 0,0

praktisch keine Nucleinséiure. Fleisch (Muskel) enthilt 0,1-0,2%, Nucleinsiure.
Innereien enthalten im Durchschnitt einen hoheren Wert von 0,56-1,0%,. Der
Gehalt von Mehl, Kartoffeln, Gemiise und Obst liegt im Durchschnitt bei 0,19%,.

Die Nahrungsaufnahme pro Kopf pro Tag in der Bundesrepublik Deutsch-
land betragt 1670 g (24). Téglich werden pro Kopf 1,05 g Nucleinsiure auf-
genommen. Dieser Wert entspricht 0,06%, der gesamten Nahrungsaufnahme
des Menschen. Von einigen Nahrungsmitteln (Tab. 6) fehlt der Nucleinsiure-
gehalt. Wir berticksichtigen bei unserer Berechnung nur 829, der aufgenomme-
nen Nahrung, so daB der tatsichliche Wert um 10-209, héher liegt.

In der Nahrung kommen neben der hochmolekularen Ribonucleinsiure, die
freien 5-Ribomononucleotide, insbesondere das Inosin-5'-monophosphat vor.
In der lebenden Zelle ist die stationidre Konzentration von Inosin.5'-phosphat
auBerordentlich gering. Es entsteht jedoch rasch in groBen Mengen postmortal
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durch Desaminierung von Adenosin-5-phosphat bzw. Desaminierung und
partieller Dephosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosin.-
triphosphat (ATP). Muskulatur enthilt etwa 600-800 1z Mole Adenosinmono-
nucleotide je 100 g Frischgewicht, so dafl man dann in Fleisch einen Gehalt von
rund 200 mg?%, Inosin-5'-phospaht vorfindet. Leber enthidlt 500-600 u Mol
Adenosinnucleotide, die postmortal etwa 150 mg%, Inosin-5"-phosphat liefern.
Die anderen 5'-Nucleotide wie Guanosin-5'-phosphat — aus dem postmortal
Xanthosin-5"-phosphat entsteht —, Uridin-5’-phosphat und Cytidin-5’-phosphat
kommen in den Organen und im Fleisch in einer etwa 20-30mal kleineren
Konzentration vor als die Adeninmononucleotide. Zu den oben angegebenen
1,1 g téglich aufgenommenen Nucleinséiuren kommen noch die in der Nahrung
enthaltenen 0,3 g/Kopf/Tag freien 5’-Ribomononucleotide, inshesondere das
Inosin-5'-monophosphat. Dieser Wert berechnet sich ausschliefilich aus der
aufgenommenen Fleischmenge. Daten fiir andere Lebensmittel fehlen. Die
gesamte Tagesaufnahme an 5'-Ribomononucleotiden liegt nach dem Gesagten
in der Gré8enordnung von rund 1,5 g im Tag fiir den erwachsenen Menschen.

Zu Zahlen derselben GréBenordnung fiir die Tagesaufnahme kommt man
auch, wenn als Berechnungsgrundlage die tigliche Harnsdureausscheidung
gewihlt wird. Alle den Purinring enthaltenden Nucleotide werden vom Men-
gchen im intermediiren Stoffwechsel zu Harnsiure abgebaut. Die alimentére
bedingte Harnsdure-Ausscheidung des Menschen pflegt in der GroéBenordnung
von 0,5-1,5 g im Tag zu liegen. 1 mg Harnsdure entspricht 4,4 mg Inosin-5'-
phosphat (berechnet auf freie Inosinsiure). Bei der Auswertung der Harnséure-
ausscheidung ist jedoch zu beriicksichtigen, da auch beim Abbau der Desoxy-
ribonucleinsdure Harnsiure entsteht, die Harnsiure-Ausscheidung also nicht
nur auf die Ribonucleotide zu beziehen ist.

5. Tierversuche

Die menschliche Nahrung enthilt 0,069, Nucleinsdure. Eine Diskussion
iiber die Nahrwertminderung nach thermischer Behandlung wie bei Proteinen,
Aminosduren, Zuckern und Fetten kann bei dieser geringen Menge entfallen.
Es muB aber das Auftreten pharmakologisch wirksamer Substanzen diskutiert
werden. Tab.7 zeigt die Anderung der LDj;, bei thermisch behandelten
Nucleinsduren nach i.p.-Injektion an der Maus.

Man gibt die LD50 normalerweise in g Substanz pro kg Maus an. Wir haben
nach dem Erhitzen ein Gemisch von Substanzen, die sich gegenseitig bei der

Tabelle 7. LDg,. I RNS in Wasser neutralisiert pg 6; II RNS in Wasser 5 Std. auf 105 °C
erhitzt. Nach dem Erhitzen neutralisiert pg 6; IIT RNS + Glukose in Wasser 5 Std. auf
105 °C erhitzt. Nach dem Erhitzen neutralisiert px 6; IV RNS + Glukose in Wasser 5 Std.
auf 105 °C erhitzt. Nach dem Erhitzen neutralisiert pm 6. Die Glukose wurde vergoren

LDy

g Trockensubstanz/kg Maus g N/kg Maus

I 6,02 (6,89-5,26) 0,94
I 5,41 (6,45-4,43) 0,67
I 7,90 (9,72-6,27) 0,49

v 2,30 (2,85-1,79) 0,37
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LD,,-Bestimmung beeinflussen kénnen. Besonders stérend wirkt die groBe
Menge Glukose, die an sich keine toxische Wirkung zeigt. Wir haben nun auf
rechnerischem Wege diese Schwierigkeit umgangen und die LD, nicht in g
Trockensubstanz angegeben, sondern die Glukose ausgeschaltet, indem wir die
LDy, in g N/kg Maus angeben. AuBerdem haben wir auch experimentell die
Wirkung der Glukose ausgeschaltet, indem wir vor der LD;y-Bestimmung die
Glukose durch Vergiirung aus dem Reaktionsgemisch entfernt haben. Die Hefe-
suspension wird durch Absaugen entfernt. Die Reaktionsldsung mull zur LD,
Bestimmung etwas konzentriert werden. Der entstehende Alkohol wird also mit
dem Wasser im Vakuum abdestilliert. Die Berechnung der Statistik wurde nach
Lrrcarrerp (12) durchgefiihrt.

Lawe und Mitarb. (11) haben in Fiitterungsversuchen an Ratten gezeigt,
daf eine Wachstumsverzigerung eintritt und die Futterefficiency verschlech-
tert wird.

Tabelle 8. Futterefficiency (Gewichtszunahme pro g Futter)

5% RNS 5% RNS 59 RNS 10% RNS
Wochen unerhitat 2 Std. 5 Std. 5 Std.
105 °C 105 °C 105 °C
2 0,30 0,28 0,28 0,28
4 0,27 0,19 0,24 0,20
6 0,24 0,21 0,23 0,18
8 0,19 0,17 0,20 0,16

Die verabreichten Dosen von 5 bzw. 10%, der gesamten Nahrungsaufnahme
liegen weit itber dem Gehalt von Lebensmitteln an Nucleinsiure. Die LDy,-
Werte gind im Verhdltnis zur tatséchlichen NS-Aufnahme des erwachsenen
Menschen ebenfalls sehr hoch. Der erzielte Effekt ist in beiden Fillen gering.
Auflerdem muB betont werden, dall auch die Erhitzungsdauer von 2 bzw.
5 Std. ungewohnlich hoch ist und sich mit den Verhiltnissen bei der haushalts-
méfigen oder industriellen Verarbeitung der Lebensmittel nicht vergleichen
laBt.

Experimenteller Teil

a) EBrhitzen der Subsianzen. In einem Dreihalskolben mit RiickfluBkiihler und Gas-
einleitungsrohr, das bis zum Boden reicht werden sowohl die trockene RNS, als auch die
wiiBrigen Losungen erhitzt. Die durch den Riickflulkithler angesaugte Luft wird in einer
Waschflasche mit Schwefelsdure gewaschen. Erhitzt wird in einem Olbad auf 110 °C Bad-
temperatur.

b) Hydrolyse. Die RNS und die thermisch behandelte RNS werden mit 2 n Natronlauge
etwa 16 Std. bei Zimmertemperatur hydrolysiert.

¢) Sdulenchromatographie. Verwendet wird fiir alle Nucleotidtrennungen Dowex-1-
Formiat X 8 50-100 mesh. Die Siule ist 30 em lang und hat einen Durchmesser von 1 cm.
An der Sdule kénnen Proben bis 250 mg RNS-Hydrolysat getrennt werden. Die Proben
werden in neutralem Milieu auf die Siule aufgegeben. Eluiert wird mit gleichmiBig
steigender Konzentration an Ameisensiure (3). Die Extinktion der einzelnen Fraktionen
bei 260 und 280 my (38,5 - 10° und 35,7 - 10° cm™) werden mit einem Zei-Spektral-
photometer bestimmt.

d) Papierchromotographie und Papierelekirophorese. Fiir die Papierchromatographie
verwenden wir 8 - 8 2043b, fiir die Hochspannungselektrophorese (Pherograph-Frank-
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furt nach Wieland und Pfleiderer) M 4 N 214. Die Hochspannungselektrophorese wird in
Boratpuffer pg 9,2 nach JAENICKE (8) ausgefiihrt.

Alle Nucleotide, die wir sdulenchromatographisch getrennt haben, wurden elektro-
phoretisch nochmals identifiziert. Der Durchlauf der Séulen, der Nucleoside und Nuclein-
basen und Zucker enthilt, wurde zweidimensional auf Papier durch Elektrophorese und
Chromatographie getrennt. Die im UV-sichtbaren Flecken wurden mit 4 ml 0,1 n HC}
eluiert. Das UV-Spektrum wurde aufgenommen.

e) Sprithreagenzien. Zum Nachweis der Substanzen auf den Papierchromatogrammen
und den Papierelektrophoresen werden neben der Sichtbarmachung im UV-Licht folgende
Sprithreagenzien verwendet:

Phosphat (7). Zum Nachweis von phosphathaltigen Substanzen auf Papierchromato-
grammen und Papierelektrophoresen wird mit einer Losung von 5 ml 60%iger Perchlor-
siure, 10 ml 1 n Salzséure und 25 ml 4%iger Ammoniummolybdatldsung in 100 ml Wasser
bespritht. Das Chromatogramm wird 7 min auf 85 °C erhitzt. Anschlieend wird entweder
in H,S-Atmosphére oder 1-2 Std. in der Sonne entwickelt.

Qlykolgruppierung. Um benachbarte freie Hydroxylgruppen auf Papierchromato-
grammen oder Papierelektrophoresen nachzuweisen, bespritht man mit 0,3%iger Blei-
tetraazetatlosung in Eisessig. Nach 2-3 min wird mit einer 3%igen Benzidinldsung in
Eisessig nochmals bespriiht. FAwAz und Mitarb. (8) beschreiben auch eine quantitative
Bestimmung.

Freie Aldehydgruppe. Es wird mit einer Losung von Anilin und Phthalsiiure in Butanol
bespriiht und anschlieBend 5 min auf 100 °C erhitzt.

£} Quantitative Analysen.

Phosphat wird als anorg. Phosphat mittels Ausschiitteln nach WEIL-MALEERBE und
Mitarb. (23) bestimmt. 5 ml einer Probe, die 1-30  Phosphat-P enthalten, werden mit
6 m] einer Isobutanol-Benzolmischung (1:1) und 1 ml 5%iger Ammoniummolybdatlosung
(in 4 n Schwefelsiiure) versetzt und 15 sec in einem Schliffreagenzglas geschiittelt. Die org.
Phase wird vorsichtig abgehoben und zur Klirung mit wenig wasserfreiem Natriumsulfat
versetzt. Zu 3 ml der wasserfreien Losung werden 4 ml angesiuerter Alkohol (2 ml konz.
Schwefelsdure auf 98 ml Athanol) und 0,2 ml einer Zinn-II-chloridlésung (10 g SnCl, in
25 ml konz. Salzsdure; diese Stammlésung wird vor Gebrauch 1:40 mit n H,80, verdiinnt)
gegeben. Nach 10-15 min wird in der 1-em-Kiivette (3,1 ml) bei 740 my in einem Zeif3-
Spektralphotometer die Extinktion gemessen. Diese Methode ist eindeutig fiir anorg.
Phosphat. Nucleotide geben keine Reaktion.

Man kann auch den Gesamtphosphor nach Veraschen auf diese Weise bestimmen. 1 ml
Lésung wird in einem Kjeldahlkolben mit 0,4 ml konz. Schwefelsiure versetzt und 3—4 min
erhitzt, bis SO,-Dimpfe erscheinen. Wenn die Loésung noch braun ist, werden 3 Tropfen
309 ige Wasserstoffperoxydlosung zugegeben. Es wird nochmals kurze Zeit erhitzt. Nach
dem Abkiihlen wird in ein Schliffreagenzglas gespiilt und auf 5 ml aufgefiillt. Die Analyse
wird nach der obigen Vorschrift weitergearbeitet. Da sich der Phosphorsduremolybdait-
komplex nur bei ganz bestimmter Schwefelsdurekonzentration quantitativ ausschiitteln
laBt, muB man zu der sanren Aschelésung eine wilirige Ammoniummolybdatldsung goben.

Ammoniak wird nach Ubertreiben mit Wasserdampf entweder mit NeBlers Reagenz
oder azidimetrisch bestimmt.

Die Nucleinsiuren werden nach OGUR und RosSEN (15) extrahiert und bestimmt. Die
Berechnung wird nach CHARGAFF (1, 2) durchgefiihrt.

Dem Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten danken wir fiir
die Unterstiitzung dieser Arbeit.
Zusammenfassung

Ribonucleinsdure wurde trocken, in wiBriger Losung und zusammen mit Glukose
erhitzt. Die chemischen Verinderungen bestehen erstens in der Spaltung der N-glykosidi-
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schen Bindung, vorwiegend der Purinbasen, und zweitens im Abbau des Makromolekiils
durch Spaltung der Phosphoresterbindung.

Die akute Toxizitit der Ribonucleinsiure ist sehr gering. Sie nimmt bei den erhitzten
RNS-Prijparaten zu. Die taglich durch die Nahrung aufgenommene Ribonucleinsdure-
menge liegt jedoch weit unter der kritischen Grenze. Vom ernihrungsphysiologischen
Standpunkt aus kénnen sowohl die Ribonucleinsiure als auch die erhitzten Ribonuclein-
sguren als unbedenklich angesehen werden.
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Bedarf an Vitamin E in Abhiingigkeit von der Zufuhr anLinolsdure*)

Von F. WEBER, H. WEISER und O, Wiss
Mit 2 Abbildungen und 5 Tabellen

(Eingegangen am 24. Jull 1663)

Als vor ca. 40 Jahren das Vitamin E von Evaxs und Bisaor (1) entdeckt
wurde, brachte man die physiologische Wirkung dieses Vitamins ausschlief3-
lich mit der Fertilitdt in Zusammenhang. Die damaligen Untersuchungen hat-
ten gezeigt, daB ein Mangel an Vitamin E bei der weiblichen Ratte zu Resorp-

*) Erweiterte Fassung eines Vortrages, der anlédBlich des Wissenschaftlichen Kongresses
der Deutschen Gesellschaft fiir Ernahrung am 18. April 1963 in Mainz gehalten wurde.



