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Glykokollbestimmungen in Nahrungsmitteln.
Von
Karl Brecht und Gerolf Grundmann §.

(Aus der Medizinischen Universitéts-Poliklinik in Heidelberg.)
(Eingegangen am 22. Mai 1939.)
Mit 1 Abbildung im Text.

Wie in der voranstehenden Arbeit gezeigt worden ist, konnen
Zusitze von einzelnen Aminosduren, z. B. Glykokoll, zur Nahrung
im verhiltnismiBig kleinen Betrage bei lédngerer téglicher Verab-
reichung unter gewissen Umsténden, die vor allem in dem Amino-
sauregemisch der gleichzeitigen Nahrung selber begriindet sind, erheb-
liche Wirkungen auf den Energiehaushalt ausiiben. Der auch fiir
viele andere Fragen und Aufgaben der Erndhrungsphysiologie schon
immer dringliche Wunsch, die einzelnen Bausteine der Eiweilkorper,
insbesondere in der Form, in der sie in Nahrungsgemischen vorliegen,
moglichst quantitativ richtig zu kennen, wird damit noch dringlicher
auch fiir praktische Ziele der Ernidhrungslehre.

Die meisten bisher vorhandenen Angaben iiber den Aminoséure-
gehalt einzelner EiweiBlkorper beziehen sich auf reine EiweiB-, nicht
auf Nahrungsstoffe, und liefern, meist mit der alten, wenn auch grund-
legenden Estermethode von E. Fischer gewonnen, zu niedrige, besten-
falls Minimalwerte. Zwar sind modernere Bestimmungsmethoden
fiir eine Anzahl Aminosiuren angegeben 1 worden, doch bediirfen sie
im einzelnen, besonders an Nahrungssubstanzen, vielfach der Nach-
priifung und Ausarbeitung. Als Vorbild der hier notwendigen Fort-
entwicklung kann die Bestimmung der Aminoséuren im EiweiBkorper
des gelben Fermentes durch R. Kuhn und P. Desnouelle® dienen. Die
vorliegende Arbeit berichtet iiber das Verfahren, mit dem fiir die Zwecke
der Nahrungsmittelanalyse beim Studium der Aminosdurewirkungen
auf den Grundumsatz das Glykokoll bestimmt worden ist.

I.

Sowohl itber den qualitativen Nachweis wie iiber die quantitative
Bestimmung von Glykokoll sind bisher sehr wenige methodische Ar-
beiten verdffentlicht worden. In neuerer Zeit hat Zappacosta3 einen
sehr empfindlichen Nachweis von Glykokoll publiziert. Das Grund-

! K. Hinsbergu. K. Lang, Medizinische Chemie, Urban u. Schwarzenberg,
Berlin, 1938. — 2 R. Kuhn u. P.Desnouelle, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges.
70, 1907, 1937. — 3 Zappacosta, Diagnost. e Technica Labor. 2, 753, 1937.
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prinzip dabei ist die Kondensierung von Glykokoll mit Guanidin-
carbonat zu Glykocyamin, das dann mittels der Sakaguchi-Reaktion
nachgewiesen wird. Zur Entfernung der Stoffe, die ebenfalls eine
positive Sakaguchi-Reaktion geben, werden dieselben zunéchst durch
Phosphorwolframsiurefillung abgetrennt und das Glykokoll aus dem
Filtrat durch Alkoholfillung isoliert. KEs gelingt noch der Nachweis
von 0,025 mg Glykokoll. Die friither vielfach erwihnten Farbreaktionen,
die Glykokoll mit Eisenchlorid, Ninhydrin, Phenol und Natrium-
hypochlorid gibt, sind jedoch fiir Glykokoll nicht spezifisch, sondern
werden auch von anderen Monoaminoséduren gegeben; das naheliegende
quantitative Verfahren, Glykokoll durch Uberfiihrung in Formaldehyd
durch direkte Oxydation mit Hypochlorid oder einem anderen Oxyda-
tionsmittel oder durch Permanganatoxydation der durch Einwirkung
von salpetriger Saure aus dem Glykokoll entstehenden Glykolsiure
zu bestimmen, mul wegen der geringen Formaldehydausbeute (50
bis 60 9,) fallen gelassen werden 1. 7Town 2 wandelte Glykokoll mittels
Nitranilinséure in Glykokollnitranilat um, welches er dann mengenméfig
durch Wigen bestimmte. Voraussetzung ist dabei, daB das Hydrolysat
frei von Natrium, Kalium, Calcium, Barium und Ammoniak sein mu8,
da sonst ungenaue Werte erhalten werden. Uns erschien dieser Weg
der Glykokollbestimmung nicht gangbar, da bei Arbeiten mit Substanz-
gemischen obige Bedingungen schwer zu erfiillen sind. Zimmermann 3
beschrieb eine Farbreaktion, die bei Einwirkung von o-Phthaldialdehyd
auf Glykokoll zustande kommt und unter den Monoaminoséuren allein
fir Glykokoll spezifisch ist. Dieses gibt nach Alkalivorbehandlung
mit o-Phthaldialdehyd in salzsaurer Losung eine violette Férbung.
Bei verdiinnteren Losungen geht sie mehr ins Rotstichige, bei konzen-
trierteren tritt ein violetter Niederschlag auf. Zimmermann, der diese
Reaktion ausgearbeitet hat und auch eine Vorschrift zur Darstellung
von o-Phthaldialdehyd angibt, hat nun gefunden, daB diese Reaktion
auch von Histidin, Histamin, Arginin, Cystein, besonders aber von
Tryptophan und Ammoniumsalzen gegeben wird. Man mufB} diese
deshalb vorher entfernen. Die von Zimmermann nur qualitativ benutzte
Reaktion verwendeten Abderhalden und Neumann * zur Bestimmung
der Stellung des Glykokolls in Polypeptiden.

Klein und Linser 5 fanden, daB in einer vorher leicht alkalisch
gemachten Glykokollésung durch Zusatz von wisseriger o-Phthal-
dialdehydlsung, wenn man nach einiger Zeit Siure hinzufiigt, ein griiner

1 K. Hinsbergu. K. Lang, Medizinische Chemie, Urban w. Schwarzenberg,
Berlin, 1938. — 2 Town, Biochem. J. 80, 1833, 1936. — 3 W. Zimmer-
mann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 4, 1930. — ¢ E. Abderhalden u.
A. Neumann, ebenda 288, 177, 1936. — 5 Klein u. Linser, ebenda 205,
251, 1932.
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Farbton oder bei gréBeren Glykokollkonzentrationen ein fein suspen-
dierter blaugriiner Niederschlag entsteht. Nach Zusatz einer kleinen
Menge Alkohol 148t sich dieser Farbton oder Niederschlag quantitativ
durch Chloroform ausschiitteln, sodaB3 die Chloroformschicht je nach
Konzentration des Glykokolls von hellgriin bis dunkelgriin gefiarbt
wird, die iiberstehende Fliissigkeitsschicht dagegen farblos ist. Sie
untersuchten den Einflul von Siure und Lauge auf den Ablauf der
Reaktion und die entstehenden Farbnuancen und kamen zu dem Er-
gebnis, dafl der griine Farbton nur bei ganz bestimmten Voraus-
setzungen auftritt. Dabei erwies sich eine neutrale Reaktion als not-
wendig, da in saurem Medium die Reaktion nicht zustande kommt.
Andererseits tritt der griine Farbton nur bei Zusatz von schwach alkali-
scher Pufferlésung auf, nicht aber bei Zufiigung von Lauge. Bei Ver-
wendung von Lauge zur Reaktion entstehen violette bis rote Farbtone,
die sich nicht quantitativ mit Chloroform ausschiitteln lassen. Auch
die Einwirkungsdauer der zur Reaktion notwendigen Losungen beein-
fluBt die entstehenden Farbténungen, weshalb fiir einen gleichméBigen
Ablauf der Reaktion die Zeit jeweils genau zu beriicksichtigen ist.
Auf Grund dieser Versuchsergebnisse fithren Klein und Linser die
Reaktion wie folgt aus:

Die in 0,5 ccm Wasser geldste neutrale Probe wird mit 0,75 ccm einer
Mischung von 25 Teilen m/15 Phosphatpuffer py 8,0 und 75 Teilen o-Phthal-
dialdehydlésung ! versetzt, gut umgeschiittelt und nach genau 2 Minuten
wird 1cem einer frisch bereiteten Mischung von 5 Teilen konzentrierter
Schwefelsaure und 30 Teilen 96 %igem Alkohol zugegeben. Nach weiteren
2 Minuten wird der griine Farbton mit 5 ccm Chloroform ausgeschiittelt.
Nach Absetzen der zwei Schichten wird mit einer Pipette 3 ccem Chloroform
entnommen, 0,5 ccm 95 %iger Alkohol zugefiigt und nun die klare Losung
kolorimetriert. Unter der Analysenquarzlampe leuchtet die Losung gold-
gelb auf.

Klein und Linser finden, da8 mit dieser beschriebenen Reaktion
auBler Glykokoll auch noch Tryptophan, Ammonchlorid, Cystein,
Arginin, Alanin und Asparagin positiv reagieren, jedoch nur die von
Tryptophan und Ammonchlorid gebildeten Farbungen sich mit Chloro-
form ausschiitteln lassen. Die anderen Aminosiuren firben nur die
wiisserige Fraktion, wihrend das Chloroform farblos bleibt. Tryptophan

t Darstellung von o-Phthaldialdehyd (Zimmermann, a.a.O.): 10g
0-Tetrabrom-o-Xylol (Schering-Kahlbaum) und 9 g kristallisiertes Kalium-
oxalat werden mit 62cem Wasser und 62 ccm 95 9pigem Alkohol 40 Stunden
unter RiickfluB gekocht. Von der klargelben Fliissigkeit werden 50 ccm
Alkohol abdestilliert, 10 g Natriumphosphat und 300 ccm Wasser hinzu-
gegeben, und jetzt aus dem Reaktionsgemisch 250 bis 300 cem Fliissigkeit
abdestilliert, in der man zum Schlul den im Xiihler auskristallisierten
Phthalaldehyd auflost. Diese Losung ist fiir die Farbreaktion direkt ver-
wendbar. Sie ist in braunen Flaschen unbegrenzt haltbar.
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und Ammonchlorid allein bilden Farbstoffe, die in Chloroform léslich
sind. Sie firben beide den Chloroformanteil und stéren die Glykokoll-
bestimmung empfindlich. Klein und Linser entfernen Ammoniak nach
der Methode von Folin, Tryptophan mittels Mercurosulfat. Mit der
von Klein und Linser ausgearbeiteten kolorimetrischen Methode zur
Bestimmung von Glykokoll hat Patton ! in mehreren Proteinen nach
Aufspaltung durch saure Hydrolyse Glykokoll hestimmt und gibt eine
genaue Aufarbeitungsmethode von Proteinhydrolysaten an, in deren
Verlauf sowohl Ammoniak wie Tryptophan entfernt werden. Die von
Klein und Linser vorgeschlagene Ausfillung des Tryptophans mit
Mercurosulfat ist jedoch ungeniigend. Bei der Nachpriifung erhielten
wir nach Entfernung von Hg und H,S noch eine positive Glyoxyl-
saurereaktion (Modifikation von Winkler). Auch zerstért die saure
Hydrolyse (20 9ige HCl) Tryptophan offenbar nicht so véllig, wie
man nach allgemeinen Angaben annehmen konnte. Wir hydrolysierten
50 mg Tryptophan 40 Stunden unter RiickfluBkithlung mit 20 9%iger
Salzsdure. Nach Ablauf der Hydrolyse war immer noch eine positive
Glyoxylsdurereaktion vorhanden. Das Tryptophan wurde also nicht
vollig zerstort. Patton verwendet zur Entfernung des Tryptophans
Benzaldehyd und beruft sich dabei auf die Arbeiten von Holm und
Gortner 2. Wir priiften diese Angaben nach und hydrolysierten unter
den gleichen Bedingungen wie oben Tryptophan. Nach 24stiindigem
Kochen gaben wir Benzaldehyd zu und lieBen noch weitere 24 Stunden
hydrolysieren. Die danach angestellte Glyoxylsiureprobe zeigte ein
negatives Ergebnis. Auch mittels der Reaktion von Mezey und Kraus 3
lieB sich Tryptophan nicht mehr nachweisen. Wir hydrolysierten
auch Glykokoll unter gleichen Bedingungen und fiigten Benzaldehyd zu.
Es zeigte sich, dafl der Zusatz von Benzaldehyd zur Hydrolyse keinen
EinfluB auf das Glykokoll hat. Das Ammoniak wird durch Destillation
im alkalischen Medium entfernt.

Besondere Autmerksamkeit war nun noch den Hexonbasen zu
schenken, die mit Phthaldialdehyd eine starke Reaktion von weinroter
bis purpurroter Farbe geben. Es wurde jedoch durch eingehende
Priifungen festgestellt, dall diese Farben selbst nach Stunden nicht in
das Chloroform iibergehen, sodall man sich die Entfernung der Hexon-
basen mit Phosphorwolframsédure sparen kann, was fiir mechanische
Glykokollverluste nicht ohne Bedeutung ist, da man den zur Phosphor-
wolframsaurefiallung gebrauchten Baryt ja wieder restlos entfernen
muB. SchlieBlich blieb noch festzustellen, ob eine eventuell vorhandene
Eigenfarbe der Substanzen die Reaktion und kolorimetrische Be-

1 4. R. Patton, J. of. biol. Chem. 108, 267, 1935. — 2 Holm u. Gortner,
J. Amer. Chem. Soc. 42, 1632, 1920. — 3 Mezey u. Kraus, Klin. Wochenschr.
1938, Nr. 28.
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stimmung stort. Bei allen Substanzen, die untersucht wurden, ging
die Eigenfarbe ihrer Losungen nicht in das Chloroform iiber, sodaf
eine Stérung von dieser Seite nicht zu befiirchten ist.

IT.

Der Gang der Aufarbeitung gestaltete sich nun — unter Benutzung
der Angaben von Patton — folgendermafien:

1. Hydrolyse von 3 bis 6g Protein mit 20 %iger HCl im Ver-
haltnis 1:20, 40 Stunden lang.

2. Nach 18 bis 24 Stunden Zugabe von Benzaldehyd, zu 3 g Protein
ungefdahr 1 ccm.

3. Abdestillieren der HCI im Vakuum bei einer Wasserbadtemperatur
von 60 bis 70° C, bis zu einem schmierigen Brei. Benzaldehyd und die gréte
Menge der freien HCl werden dabei vertrieben.

4. Zugabe von 100 ccrm Wasser und Alkalischmachen durch Natrium-
bicarbonat im UberschuBl nach vorheriger Zugabe von etwas Butylalkohol
zur Verhinderung des Schéumens.

5. Destillation im Vakuum (30 mm Hg) bei 35° C bis zu einem Volumen
von 20 ccm zur Entfernung des Ammoniaks. Die restlose Entfernung des
Ammoniaks wurde mittels der Nessler-Reaktion kontrolliert.

6. Das ausgefallene NaCl wird abgesaugt und mit 70 9jigem Alkohol
ausgewaschen. Neutralisation der Lésung mit HCI (pu 7,2).

7. Nochmaliges Eindampfen im Vakuum auf ungeféhr 10 ccm, Filtration,
Auswaschen mit Alkohol und Auffiilllen mit Wasser auf ein bestimmtes
Volumen (50 oder 100 cem je nach dem vermutlichen Glykokollgehalt der
Losung). Sind eventuell im Ausgangsmaterial enthaltene Fette nicht vor
der Hydrolyse entfernt worden, so geschieht dies jetzt durch Ausschiitteln
der Losung mit Ather im Scheidetrichter (Glykokoll ist in Ather unléslich).
Es ist jedoch besser, vor der Hydrolyse zu entfetten, da die klebrigen Fett-
stoffe den Aufarbeitungsgang erschweren.

8. Nun folgt der Ansatz der Zimmermannschen Reaktion nach der
Modifikation von Kletn und Linser.

Hinsichtlich der Aufarbeitungsmethodik sei schlieBlich noch auf eine
besondere Schwierigkeit aufmerksam gemacht, die sich dann ergibt, wenn
es sich um Glykokollbestimmung in Lebensmitteln handelt, die relativ
wenig Eiweifligehalt aufweisen. Hier kommt man mit 3 bis 6 g Substanz
nicht aus, da die darin enthaltenen Glykokollspuren sich kolorimetrisch
nicht erfassen lassen, sondern man mufl je nach dem Eiweilgehalt soviel
der gut getrockneten Substanz verwenden, daf3 mindestens 3 bis 6 g Protein
darin enthalten sind.

Die kolorimetrische Methode :

Zu 2ccm einer Mischung von 25 Teilen m/15 Phosphatpuffer
(pr = 8,0) und 75 Teilen der wisserigen o-Phthaldialdehydldsung
— diese Mischung wurde jedesmal erst direkt vor Gebrauch hergestellt —
gibt man 0,5 ccm der auf Glykokoll zu untersuchenden neutralen
Losung und schiittelt gut durch. Nach 2 Minuten werden 2 ccm einer
Mischung von 5 Volumteilen konzentrierter Schwefelsdure und 30 Volum-
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teilen 95 %igem Alkohol zugegeben, die ebenfalls frisch zubereitet und
gekiihlt worden war. Nach weiteren zwei Minuten wird 5 ccm Chloro-
form zugefiigt und eine halbe Minute gut geschiittelt. Nach Trennung
der beiden Schichten werden mit einer Pipette 3 ccm der Chloroform-
schicht herauspipettiert und mit 0,5 cem 95 %jigem Alkohol versetzt.
Dann Ablesung im Stufenphotometer, Filter §72. Die Zeit bis zur
Bestimmung soll 10 Minuten nicht iiberschreiten, da ein Nachdunkeln
der Farbl6sung eintritt:

500 g «o v e e e 0,76 = 500 »
nach 10 Minuten.......... 0,78 = 505 y

,, 30 Minuten.......... 0,83 = 540 »

v 1Stunde........... 0,87 = 565 »

Bei der Anfertigung einer Eichkurve zeigte es sich, daB nur in
einem bestimmten Bereich ein linearer Anstieg des Extinktions-
koeffizienten vorhanden ist. Bei dem beschriebenen Verfahren liegt
der Bereich zwischen 150 und 600 p. Betrigt der Glykokollgehalt
der zu untersuchenden Lésung in 0,5 cem — diese Menge verwenden
wir als Reaktionsansatz — iiber 600 5, so tritt eine Streuung der er-
haltenen Glykokollwerte auf, die auBerhalb der zulissigen Breite liegt.
Man kann nun sowohl die Menge der zu untersuchenden Lésung wie
auch die der anderen zur Erzielung der Reaktion notwendigen Faktoren
in dem gleichen Verhiltnis zueinander steigern, um Mengen iiber
600 y zu bestimmen. Doch auch dabei ist immer nur in einem bestimmten
engen Bereich eine einfache Proportionalitit von Konzentration des
Glykokolls und Extinktion vorbanden.

Eichkurvenbestimmung :

Die Kiivette mit der Farbstofflosung von Schichtdicke 1 befand sich
je viermal in der rechten und viermal in der linken Halfte des Stufenphoto-
meters. Fur jeden Punkt der Eichkurve wurde
die betreffende Farblosung dreimal von Anfang /w
an hergestellt. 7

w4
Beispiele fiir die Fehlergrenze: w /
200 yLosung 1....... 0,31 &0 #
s 2. 0,28 .
- T ,2 z
A Y
500 y Lésung 1....... 0,78 S ) va

s 2., 0,75 /
s B, , 7

Kleinund Linser bemerkten, da3 der Chloro- W
formanteil unter der Analysenquarzlampe bei R o
hoheren Konzentrationen goldgelb aufleuchtet. iﬂyféﬂpﬁp)‘%’/e/’ '
Esist nicht moglich, aus dieser Tatsache einen ge-

(=]
-3
3

8

Abb. 1.
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naueren quantitativen Anhalt fiir die vorhandene Glykokollmenge zu er-
halten, wenn auch in der Intensitit der Fluoreszenz Unterschiede be-
stehen, z. B. leuchten 200y mehr hellgelb auf, wihrend 500 y dunkel-
goldgelb fluoreszieren. Diese goldgelbe Fluoreszenz des Chloroforman-
teilsist dem Glykokoll eigentiimlich, denn die beiden anderen Substanzen,
die den Chloroformanteil firben, Ammonchlorid und Tryptophan,
geben eine griine und eine blduliche Fluoreszenz. Beim Nachpriifen
der Tatsache, dal keine andere Aminosdure aufler Tryptophan im
wesentlichen die Reaktion stdrend beeinflufit, kamen wir zu dem gleichen
Ergebnis. Hydrolysen eines Gemisches von Histidin, Alanin, Arginin
und Lysin ergaben eine negative Reaktion. Eine Ausnahme macht
Histidin in gréBeren Konzentrationen (iiber 1000y in 0,5 ccm), die
eine geringe gelblich-bréunliche Farbung des Chloroformanteils hervor-
rufen. Da jedoch eine so hohe Konzentration in der zur Glykokoll-
bestimmung verwandten Losungsmenge wohl nie vorhanden sein
wird, fillt auch der letzte Grund, die Féllung der Hexonbasen mit
Phosphorwolframsédure in den Aufarbeitungsgang einzugliedern, weg.

Um die Brauchbarkeit der Reaktion zu beweisen, hydrolysierten
wir in der angegebenen Weise bestimmte Mengen von reinem Glykokoll,
ferner von Glykokoll mit dem glykokollfreien EiweiBkorper Zesn 1.

Die erhaltene Ausbeute lag zwischen 90 und 96 %:

Nr. “ ‘ Gefundene Menge Glykokoll in g
1 Glykokoll 1 g .....ccovvvveneannn. 0,920 0,930

2 ” 058 vviviiiiiiiiinenns 0,470 0,480

3 ’ 0,18 vovveiiiiiiieeen 0,090 0,091

4 Zein 1g ..oviiiiiiiiiiiiiierinanns 0 0

b Glykokoll 1gund 3g Zein ......... “ 0,900 | 0,920

6 ) Glykokoll 0,1g und 3g Zein ........ i 0,091 0,092

Der Verlust an Glykokoll diirfte kaum auf einer Zerstérung bei
dem AufarbeitungsprozeB beruhen — bei den reinen Glykokollhydro-
lysen war Ammoniakabspaltung mit Neflers Reagens nicht nachweis-
bar —, sondern ist wohl mechanisch bedingt.

Analysenergebnisse (s. Tabelle I).

Unter den Einzelanalysen sind vier, die auch Patfon bestimmt
hat. Die Werte fiir Casein — Patton. 0,5 — und Vitellin — Patton 0,8 —
stimmen gut iiberein, etwas weiter liegen die Zahlen fiir Gelatine aus-

1 Zein wurde aus Maisklebermehl (Maizena-Werke, Hamburg) durch
Extraktion mittels Alkohol und Fallung in kochsalzhaltigem Wasser her-
gestellt. In Hydrolysaten von reinem Zein war Glykokoll nicht nachzu-
weisen.
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Tabelle I.

1. Bestimmung l 2. Bestimmung Glykokoll-N N-Gehalt

Nr. Substanz in % vom der Frisch-

¢ Y scheubstans ° Gesamt-N | Subglepien
1 || Fleisch (Rind, mager) 0,66 0,66 4,23 2,98
2 || Kartoffel ........... 0,042 0,044 3,21 0,26
3| Brot ............... 0,11 0,11 2,96 0,70
4 Reis .....cccvvuun.. 0,16 0,156 2,46 1,21
5 || Eiweil (Eier) ....... 0,27 0,24 1,31 3,71
6| Eigelb ............. 0,77 0,61 2,66 4,96
7 || Casein (Hammarsten) 0,50 0,60 0,72 (Mittel)| 13,94
8 || Gelatine ........... 18,70 18,70 28,60 12,25
9 || Fischfleisch (Kabeljau) 0,16 0,17 1,37 2,26
10 || Fischmehl .......... 0,90 0,87 1,69 9,79

einander — Patton 22,2 —, wiahrend das Albumin (Ei) eine gréfere
Differenz aufweist. Die Ursache diirfte wohl darin zu suchen sein,
daB der Eiweiigehalt der Lebensmittel doch mitunter groBeren
Schwankungen unterworfen ist. Von sdmtlichen zur Glykokoll-
bestimmung verwendeten Substanzen wurden N-Bestimmungen nach
Kjeldahl gemacht und der Glykokoll-N auf den Gesamt-N prozentual
bezogen.

Zusammenfassung.

In der vorliegenden Arbeit wurde nach Uberpriifung der gebrauch-
lichsten Methoden der Glykokollgehalt einiger Nahrungsmittel bestimmt.
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