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Einleitung

Seit der Verteuerung des Fischmehls wird in der gesamten Tierzucht, also auch in der Teich-
wirtschaft, das tierische Eiweil zunehmend durch pflanzliches ersetzt. Das viel billigere pflanzliche
Eiwei} ist jedoch vielfach kein vollwertiger Ersatz: oft sind wichtige essentielle Aminosduren, vor
allem Lysin, in zu geringer Menge vorhanden (BLOCK and MITCHELL 1946) oder starke Pro-
teaseinhibitoren, wie etwa in der Sojabohne, vermindern die Verdaulichkeit (RACKIS 1974,
SANDHOLM et al 1976). Weiters ist die Verfiigbarkeit der vorhandenen Aminosduren nicht nur
von der Art des Proteins, sondern auch von dessen Vorbehandlung abhéngig (MELNICK et al
1946, ELDRED and RODNEY 1946, BUCHANAN 1969). Ausfiihrliche Fiitterungsexperimente
mit Zuwachsmessungen sind sicher die aussagekraftigste, aber auch zeitraubendste und teuerste
Methode, die Qualitdt von Proteinen zu testen; sie sind aber kaum routinemafBig durchzufiihren.
Deshalb wird allgemein eine rasche und billige Methode gefordert (ADAMS 1974), mit deren Hilfe
die biologische Wertigkeit von Proteinen getestet werden kann. Eine der Moglichkeiten besteht
darin, die Verdaulichkeit von Proteinen in in vitro-Experimenten zu untersuchen, bzw. die daraus
entstandenen Spaltprodukte zu analysieren. Solche in-vitro-Experimente werden vielfach mit reinen
Enzympriparaten (Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin) oder auch mit Pankreatin durchgefiihrt
(SAUNDERS et al 1973, AKESON and STAHMANN 1964, BUCHANAN 1969, STEINHART
1977). Bei all diesen Untersuchungen sind die Bedingungen auf Siuger abgestimmt. Es wire deshalb
sicher falsch, diese Resultate auf die Verhdltnisse bei Fischen anzuwenden. Vor allem die Verdau-
ungsprozesse bei Cypriniden unterscheiden sich wesentlich von denen der Séuger:

1) Cypriniden besitzen keinen Magen, es findet demnach weder eine Sduredenaturierung der Pro-
teine noch eine Vorverdauung durch Pepsin statt. Die basischen Endopeptidasen des Pankreas
(Trypsin, Chymotrypsin) miissen deshalb in der Lage sein — #hnlich wie jene der Avertebraten —
native Proteine zu hydrolysieren. Trypsin und Chymotrypsin hoherer Vertebraten sind im allgemei-
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nen dazu kaum fahig. Weiters ist die Substrataffinitdt der Cyprinidentrypsine um mehr als eine Zeh-
nerpotenz hoher als die der Saugertrypsine (HOFER et al 1975).

2) Die Verdauungstemperatur liegt bei Fischen, je nach Art, Vorkommen und Jahreszeit zwischen 4
und 28°C, also wesentlich niedriger als bei Sdugern.

3) Die in-vitro-Versuche der oben erwdhnten Autoren weisen Inkubationszeiten von 1 — 2 Tagen
auf. Die Verweildauer der Nahrung ist aber bei Cypriniden wesentlich kiirzer. Die Dauer der Darm-
passage bei 15 — 20 g schweren Karpfen liegt bei 6 — 7 Stunden (SCHADE und KAUSCH 1978),
wihrend bei Rotaugen und Rotfedern (16 — 22 g) in Abhéngigkeit der konsumierten Pflanzenmenge
Werte zwischen 3 und 8 Stunden gefunden worden sind (HOFER und NIEDERHOLZER 1980).

Aus all diesen Griinden kénnen Pepsin-Pankreatin-Verdauungsindices, die bei 37°C und einer
Hydrolysezeit von 24 — 48 Stunden, unter Verwendung von zum Teil stark verdiinnten Sduger-
enzymen gewonnen worden sind, keinesfalls als Grundlage fiir Aussagen iiber die Verwertbarkeit
von Proteinen bei Fischen, insbesondere bei Cypriniden, herangezogen werden.

Material und Methoden

Von etwa 20, ausschliefllich mit Kunstfutter erndhrten, etwa 20cm grof3en Karpfen wurde der
Darminhalt der ersten 4/5 des Verdauungstraktes prapariert, zentrifugiert und der Uberstand bis
zur weiteren Verwendung tiefgefroren. Dieser Darmsaft diente als Enzymlosung.

Als Substrat fiir die in-vitro-Verdauungsversuche wurde in der Reibschale zu feinem Pulver
verriebener, von Inhibitoren weitgehendst befreiter Sojaschrot (49% Protein) bzw. Casein
(93% Proteingehalt) verwendet. Um die Konzentration der Verdauungsenzyme und den ph-Wert in
anndhernd natiirlichen Verhaltnissen zu halten, mufiten zu jeweils 230mg Soja- bzw. Caseinpulver
und 470l Darmsaft noch 300ul SN Tris-HCL-Puffer, pH 8,7 zugesetzt werden. Dieses dickfliissige
Gemisch wurde in Eprouvetten in ein Wasserbad von 25°C gestellt und wihrend des Versuches mit
Hilfe kleiner Magneten und einem Magnetriihrer stindig durchmischt. Parallel dazu wurden Kon-
trollansitze mit Soja und Puffer, sowie mit Darmsaft und Puffer vorbereitet. In verschiedenen Zeit-
abstidnden (0 — 7 Stunden) wurde die Reaktion durch Zugabe von 770ul 20%iger Sulfosalicylsidure
gestoppt. Die Proben wurden iiber Nacht in den Kiihlschrank gestellt und am néichsten Tag zentri-
fugiert. Im Uberstand wurden Peptide nach BIURET und Ninhydrin-positive Substanzen, haupt-
sdchlich freie Aminosduren (MOORE und STEIN 1948), bestimmt. Da beide Reaktionen mit Tris-
HCL-Puffer positiv reagieren, mufite von den Proben jeweils ein Leerwert abgezogen werden.

Im Sediment wurden nach mehrmaligem Waschen mit Wasser die Proteine mit Natronlauge
extrahiert (DOWGIAO 1975) und nach BIURET bestimmt. In einem Experiment mit Soja als Sub-
strat wurden die Aminosiuren in einem Aminosdurenanalysator (Fa. Labotron) getrennt (BENSON
and PATTERSON 1971).

Bei der Priparation des Karpfendarmes wurde das Trockengewicht des Darminhaltes, der
pH-Wert mit Hilfe von Spezial-Indikatorpapier (Merck) und die Proteaseaktivitdt mit Azocasein
als Substrat (CHARNEY and TOMARELLI 1947) in verschiedenen Darmabschnitten bzw. wih-
rend des in-vjtro-Experimentes bestimmt.

Ergebnisse

Der durchschnittliche Wassergehalt des Darminhaltes des Karpfen betrigt bei Ernihrung
mit Kunstfutter 77%. Der pH-Wert liegt im Vorderdarm zwischen pH 6,5 und 7,0 und steigt in
den hinteren Abschnitten des Diinndarmes auf etwa pH 8,0 an. Im Experiment wurde der Was-
sergehalt des Reaktionsgemisches ebenfalls auf etwa 77% eingestellt, hingegen konnte der
pH-Wert aufgrund der starken Ansiduerung durch die sich l3senden Proteine trotz Verwendung
eines hoch konzentrierten Puffers nicht konstant gehalten werden. Bei Verwendung von Soja als
Substrat sank der pH-Wert im Verlauf des Experimentes von 7,5 auf 7,0, wihrend der bei Casein
bis auf pH 6,4 absank.

Trotz ungiinstiger pH-Verhiltnisse ist nach 7stiindiger Inkubation 87% des Caseins zu Pepti-
den und Aminosiuren abgebaut (Abb. 1), wihrend das Sojaprotein nur zu 55% hydrolysiert wird
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Abb.1: in vitro-Hydrolyse von Casein durch den Verdauungssaft des Karpfen. Temperatur: 25°C, der
pH-Wert sank im Laufe des Experimentes von 6,9 auf 6,4.
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Abb. 2: /n vitro-Hydrolyse von Sojamehl durch den Verdauungssaft des Karpfen. Temperatur: 25°C, der
pH-Wert sank im Laufe des Experimentes von 7,5 auf 7,0.
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(Abb. 2). Aber selbst bei wesentlich giinstigeren pH-Bedingungen (pH 8,0 — 7,5) wurde nicht mehr
Sojaprotein abgebaut. Bei Verwendung eines anderen Sojaproduktes, das sich vom vorher erwihn-
ten hauptsichlich durch einen nachtraglichen Roéstungsprozell unterscheidet, konnte das Protein
unter denselben in-vitro-Bedingungen nur zu 41% hydrolysiert werden (Abb. 3). Auch die Menge
der anfallenden Peptide und Ninhydrin-positiven Substanzen war geringer.

Unerwartet geringe Unterschiede ergaben sich, wenn das Substrat in verschiedenen Korngro-
Ben vorliegt (Abb. 4). Wihrend das Sojaprotein in mehlformigem Zustand (KorngrofBe 0,015 mm)
zu 55% Hydrolysiert wird, liegt der Wert bei einer Kérnung von 1,7 mm um 42%. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen KorngroBen sind nach einer Stunde Inkubation wesentlich deutlicher als
nach 7 Stunden.

Die Analyse der freien Aminosduren im Hydrolysat nach einer Inkubaionszeit von 7 Stunden
zeigt bei Verwendung von Soja als Substrat einen auffallend hohen Anteil jener Aminosduren,
deren Peptidbindungen im Proteinmolekiil durch Endopeptidasen (Trypsin und Chymotrypsin)
und anschlieffend durch Exopeptidasen hydrolysiert werden (Abb. 5). Das gesamte Tryptophan und
Teile des Tyrosins sind aufgrund der Sdureeinwirkung bei der Vorbehandlung zerstort worden. Un-
ter den essentiellen Aminosiduren sind im Hydrolysat Histidin, Threonin und Methionin in nur ge-
ringer Konzentration nachweisbar. Nach 7stiindiger Inkubation im Verdauungssaft des Karpfens
sind aus 230mg Sojamehl 22,7mg Aminosauren, also etwa 20% des Proteins freigesetzt worden.

In vivo nimmt die Proteaseaktivitidt in den hinteren Abschnitten des Karpfendarms stark ab
und betragt im dritten Viertel des Diinndarmes nur mehr 40 — 50%. Im in vitro-Versuch blieb die
Aktivitat bis zuletzt konstant.

Diskussion

Die hier erhaltenen Resultate lassen sich nur sehr schwer mit in vifro-Versuchen aus der Litera-
tur vergleichen, da Methoden und Versuchsbedingungen, wie eingangs schon erwéhnt, wesentlich
verschieden sind. Sojaprotein wird bei einer Sauger-Pepsin-Pankreatin-Behandlung zu 68% hydro-
lysiert (AKESON and STAHMANN 1964), wihrend Pankreatin allein nur 34% des Sojaproteins
verdaut (MENLICK 1946). Fiitterungsversuche mit Forellen ergaben eine 80%ige Ausniitzung des
Sojaproteins (SANDHOLM et al 1976), wobei allerdings die im Wasser gesammelten Faeces analy-
siert wurden und dabei sicher ein erheblicher Teil der durch die Verdauungsenzyme gelosten aber
nicht hydrolysierten Proteine verloren gegangen ist. Bei allen Versuchen wurden Sojapréparate mit
nur geringfiigiger Inhibitorkonzentration verwendet.

Der Unterschied in der Hydrolyserate zwischen Pepsin-Pankreatinbehandlung und ausschlief3-
licher Pankreatinbehandlung ist bei Verwendung von Sdugerenzymen verstdndlich. Die basischen
Proteasen der magenlosen Cypriniden hingegen kénnen offensichtlich einen wesentlich héheren
Anteil (55%) des Sojaproteins hydrolysieren.

Casein wurde vom Verdauungssaft des Karpfens zu etwa 87% verdau(, wahrend AKESON and
STAHMANN (1964) mit Sdugerenzymen einen Pepsin-Pankreatin-Index von 78% fanden.

In vitro-Verdauungsversuche sind erst dann als eine vollwertige Methode zur Ermittlung der
Verfiigbarkeit verschiedener Proteine anzusehen, wenn die direkte Ubertragbarkeit auf in vivo-Ver-
héltnisse anhand von parallel dazu laufenden Analysen iiber Nahrungsverwertung und Wachstum
bestatigt wird.

Die Fihigkeit, auch Dipeptide zu resorbieren, wurde bei Sdugern mehrfach nachgewiesen
(WISEMANN 1968). Deshalb ist anzunehmen, daf8 auch Fische dazu in der Lage sind. Gerade zur
Berechnung der resorbierbaren Menge essentieller Aminosauren im Hydrolysat wiire es wichtig, das
Ausmal} der Resorption kleiner Peptide, die erst in der Mucosa weiter aufgespalten werden, zu
erfassen.

Trotzdem konnen bei in vitro-Experimenten allein schon aus der Hydrolyserate wichtige
Erkenntnisse tiber die Verfiigbarkeit verschiedener Proteine und iiber die Auswirkungen von ther-
mischen und chemischen Vorbehandlungen auf die Verdaulichkeit gezogen werden. Beriicksichtigt
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Abb.3: /n vitro-Hydrolyse von gerdstetem Sojamehl durch den Verdauungssaft des Karpfen. Versuchs-
bedingungen wie in Abb.2.
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man nur die freien Aminosauren im Hydrolysat, so kann man mit Hilfe von Daten iiber den tagli-
chen Bedarf an essentiellen Aminosduren.zumindest iiberschlagméBig berechnen, ob diese in genii-
gender Menge freigesetzt werden. Wie eingangs schon erwidhnt, sollen die in vitro-
Verdauungsversuche vor allem dazu beitragen, aus der grofien Zahl verfiigbarer pflanzlicher Pro-
teine unter geringem zeitlichem und finanziellem Aufwand jene auszuwéhlen, die zur Futter-
herstellung geeignet sein konnten.

Zusammenfassung

In vitro-Verdauungsversuche gestatten einen schnellen und groben Uberblick iiber die Verdau-
lichkeit verschiedener Proteine. Da die Verdauungsprozesse bei Cypriniden zum Teil sehr stark von
denen der meisten iibrigen Vertebraten abweichen, ist eine Ubertragung der Ergebnisse von Versu-
chen mit Sdugerenzymen auf diese wirtschaftlich bedeutende Fischfamilie nicht moglich. Deshalb
wurde versucht, Casein und Soja mit dem Verdauungssaft des Karpfens zu inkubieren und die
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Hydrolyse des Proteins, sowie die Zunahme der Spaltprodukte (Peptide und Aminosduren) zu
analysieren.

Nach einer Inkubationszeit von 7 Stunden sind 87% des Caseins und 55% des von Inhibitoren
weitgehendst befreiten Sojaproteins (Mehl) abgebaut. Bei Soja als Substrat sind nach 7 Stunden
Inkubation etwa 20% des Proteins zu freien Aminosduren abgebaut. Die Verteilung der einzelnen
Aminosiuren im Hydrolysat wurde mit einem Aminosdurenanalysator untersucht, wobei vor allem
jene Aminosiuren frei vorhanden waren, deren Peptidbindungen im Proteinmolekiil durch Endo-
peptidasen des Verdauungssaftes gespalten werden. Einen relativ geringen Einfluf} auf die Hydroly-
serate hat die Korngrofe; bei einer Kérnung von 1,7 mm sinkt sie auf 42%. Ein gerostetes Sojapré-
parat wurde nur zu 41% verdaut.
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