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206. Zur Kenntnis der Lipoxydase 
von H. Stillmann. 

(29. X. 43.) 

Die Oxydation von ungesiittigten Fettsauron kann durch eine 
Reihe von biologisch vorkommenden Stoffen mit bekannter Struktur 
wirksam beschleunigt werden. Es ist deshalb fur die Kenntnis der 
Lipoxydase l) von Bedeutung, sie von anderen, nicht-enzymatischen 
,,Biokatalysatoren" abzugrenzen. Hierzu haben wir2) das Verhalten 
der Lipoxydase bei der Dialyse, gegenuber Fiillungsmitteln, proteo- 
lytischen Enzymen, Siiure und Oxydationsmitteln gepruft. Weitere 
Versuche befassen sich mit der Verbreitung der bisher nur aus Legu- 
minosensamen erhaltenen (pflanzlichen) Lipoxydase. 

Versuche und Ergebnisse. 
Methodisches.  Die Enzymlosungen aus Sojabohnen wurden durch 3-6-stundige 

Extraktion von entfettetem Pulver mit Wasser (in der Regel im Verhaltnis von 5 g Pulver 
und 100 em3 Wasser), 12--16-stundige Dialyse der Losung im Cellophanschlauch gegen 
fliessendes Leitungswasser und Abtrennung von den ausgefallenen Globulinen erhalten 
(,,dialysierte Enzymlosung"). Von den ubrigen Pflanzen wurden Pressafte verwendet. 

Die Messung der Sauerstoffaufnahme geschah manometrisch nach 0. Warburg bei 
37O. Im Einsatz der Gefasse befand sich Natronlauge. Als Substrate dienten Leinolsaure 
oder Lecithin (ex ovo, Kah7bazl.m) in Form wasseriger Emulsionen. Das Volumen betrug 
meistens 4 em3. Im Gasraum befand sich reiner Saucrstoff. 

Zu den Messungen ist zu bemerken, dass keine einfache Proportionalitat zwischen 
Enzymmenge und Sauerstoffverbrauch besteht. Abgesehen von einem Bereich sehr kleiner 
Enzymmengen steigt unter den Versuchsbedingungen der Sauerstoffverbrauch langsamer 
an, als den Enzymmengen entspricht. Das (sowie auch der zeitliche Reaktionsverlauf) 
erschwert es, fur die Enzymaktivitat einen allgemeinen (von der jeweils vorliegenden 
Enzymmenge unabhangigen) quantitativen Ausdruck zu geben. Soweit in den folgenden 
Versuchen ein Vergleich der Aktivitaten verscbiedener Enzyrnlosungen durchgefiihrt 
wird, kann sich dieser zur Entscheidung der aufgeworfenen Fragen auf die Feststellung 
des Vorliegens oder der Abwesenheit von grosseren, aus dem Sauerstoffverbrauch ein- 
deutig erkennbaren Unterschieden beschranken. 

Die Lipoxydase oxydiert mehrfach ungesiiittigte Fettsauren mit einer ausserordent- 
lich grossen Geschwindigkeit, so dass etwa 10 Minuten nach Zusammenfiigen von Enzym 
(z. B. 0,5-1 em3 dialysiertes Sojaenzym) und Substrat (1 em3 0,05-m. Leinolsaure) be- 
reits mehrere hundert Kubikmillimeter Sauerstoff aufgenommen sein konnen. Unter 
diesen Umstanden muss die Diffusion des Saiierstoffs als limitierender Faktor der Reak- 
tionsgeschwindigkeit in Betracht gezogen werden. Die zur Vcrfiigung stehende Appnratur 
erlaubt keine Erhohung der Schiittelintensitat iiber 90 volle Schwingungen pro Minute. 
Vergleichende Messungen rnit Luft bzw. reinem Sauerstoff im Gasraum zeigten, dass die 
Reaktionsgeschwindigkeit mit der Sauerstoffspannung betrachtlich zunimmt. 

l) Vgl. die vorhergzhenden Mitteilungen: H .  Siillmann, Hclv. 24, 465, 646, 1360 
(1941); 25, 521 (1942); 26, 1114 (1943). - Verh. Schweiz. Physiol., Juli 1941; Juni 1942. 

z, Kurze Mitteilung : Verh. Schweiz. Physiol., Juni 1942. 
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1. Dialyse.  
Fruhere Dialyseversuchel) haben bereits erkennen lassen, dass 

es sich bei der Lipoxydase aus Sojabohnen kaum urn einen dialy- 
sablen Horper handeln kann, wenn such dialysierte Losungen in 
einigen Versuchen eine geringe Ahschwachung ihrer Wirkung auf - 
wiesen. Diese Versuche wurden fortgesetzt und dabei untersucht, wie 
weit die Dialyse zu einer Abtrennung von Ballaststoffen herange- 
zogen werden kann. 

Im Verlaufe der Dialyse entsteht ein Niederschlag, bei dem es 
sich im wesentlichen um Globuline handeln durfte. Es wurden auf 
ihre Lipoxydase-Aktivitat gepr3t : A. die nicht dialysierte Losung, 
B. die 16 Stunden gegen Leitungswasser dialysierte Losung mit dem 
suspendierten Niederschlag, C. die dialysierte Losung nach Abtren- 
nung des Niederschlags und D. der in Wasser suspendierte Nieder- 
sehlag. Das Volumen der Losung A wurde um 10% mit Wasser ver- 
mehrt, entsprechend der Volumzunahme bei der Dialyse. Der Nieder- 
schlag (D) wurde zweimal mit Q7asser gewaschen und in einer dem 
Ausgangsvolumen entspmchenden Menge Wasses suspendiert. Von 
allen Losungen wurden die Mengen an Trockensubstanz und an dem 
mit Trichloressigsaure fdlbaren Eiweiss (KjeZdahZ-N x 6 ,5 )  bestimmt. 

Tabelle I. 
Dialyse.  

mm3 0, mit den angegebenen Enzymmengen + 1 em3 0,05-m. Leinolsiiure+ 1 cm3 0,2-m. 
Phosphat (pH = 6,8); Volumen 4 em3. 

A B 
Minuten 

120 

Minuten _ ~ _  D 
~ -~ __ ___ C 

0,125 em3 [ 0,50cm3 0,125 em3 1 0,50cm3 
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~  ~ _.___ 

30 ~ 227 
120 1 314 1 t:! 1 2; I iy - I 

Losung 

A. 
B. 
C. 
D. 

____ 

Tabelle Ia. 

Trockensubstanz ~ Eiweiss 
mg/l em3 I mg/l cm3 

_ _ _ _ _ - - ~ -  

773 
5 2  1 3,4 
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Tabelle I gibt den mit den Losungen erhaltenen Sauerstoffver- 

brauch wieder imd Tabelle I a  enthalt die Werte fur Trockensubstanz 
und Eiweiss. 

Die dialysierte Losung (B) zeigt die volle Aktivitat; nach Ab- 
trennung des h'iederschlags erfolgt nur eine geringe Abnahme des 
Sauerstoffverbrauchs (Losung C )  und der Niederschlag fiir  sich (D) 
ist dementprechend nur sehr wenig aktiv. Die dialysierte, vom Nieder- 
schlag befreite Losung (C) enthLlt nur noch 40% der in der nieht 
dialysierten Ausgangslosung (A) vorhandenen Mengen an Trocken- 
substanz und Eiweiss. Durch Dialyse und Entfernung des Nieder- 
schlags wird also schon eine gewisse Befreiung der Lipoxydase von 
unwirksamen Begleitstoffen erzielt. 

Die in diesen Versuchen durchgefuhrte 16-stiindige Dialyse gegen 
Leitungswasser ist naturlich keine erschopfende. I n  einem andercn 
Versuch wurde die Dialyse auf 7 Tage ausgedehnt (4 Tage gegen 
Leitungswasser und 3 Tage gegen destilliertes Wasser). Auch diese 
langdauernde Dialyse verminderte die Aktivitat praktisch nicht (ver- 
glichen mit der glcich lange aufbewahrten nicht dialysierten Losung). 
Die dialysierte, vom Niederschlag befreite Losung enthielt aber nur 
noch 16 yo der in der nicht dialysierten Losung vorhandenen Menge 
Trockensubstanz. 

Die 12-16 Stunden dialysierten und zentrifugierten Losungen sind voUig klar. 
und gelb gefarbtl). Die Farbung blasst auf Zusatz von Saure ab und wird tiefer auf 
Zusatz von Lauge. Nach langer dauernder Dialyse (sowie nach Fallungen, s. den nachsten 
Abschnitt) werden schwacher gefarbte Losungen erhalten. 

2. F a l l u n g  d u r c h  Ammoniumsu l fa t  u n d  Aceton .  
Die Lipoxydase wird sowohl von Ammoniumsul f  a t  als auch 

von Ace ton  gefallt. 
Die FLllungen wurden mit den dialysierten, vom Niederschlag 

befreiten Sojaextrakten bei + 5 O  vorgenommen. Ammoniumsulfat 
wurde bis zur Sattigung eingetragen; von Aceton wurde das doppelte 
Volumen des Extraktes zugesetzt. Nach 1-stundigem Stehen bei 5O 
wurde zentrifugiert, die Fallung mit etwas weniger Wasser, als dem 
ursprunglichen Extraktvolumen entsprach, aufgcnommen und die 
Liisungen uber Nacht dialysiert. Die dialysierten Losungen wurden 
auf das Ausgztngsvolumen gebracht, und von Ungelostem wurde ab- 
zentrifugiert. Die uberstehenden, schwach gelblich gefarbten Losungen 
- sowie zum Vergleich der ursprungliche dialysierte Extrakt - wur- 
den auf ihre Aktivitat gepruft (Tabelle 11, S.  2256). 

Die in diesen Versuchen vorgenomnienen Operationen sind mit 
einem gewissen Enzymverlust verbunden. Unter Berueksichtigung 
der Trockensubstanzmengen diirfte durch die Fallungen und die an- 

I) Aus Sojabohnen wurden Isoflavone isoliert, vgl. z. B. K.  Okano und J .  Beppu, 
C. 1939, 11, 4010. 
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schliessende Dialyse aber eine relative Wirkungssteigerung erzielt 
worden sein. 

Tabelle 11. 
FBllungen m i t  A m m o n i u m s u l f a t  u n d  Aceton .  

A. : Dialysierter Sojaextrakt : 
B.: Ammoniumsulfatfallung: 1 cm3 = 3,2 mg ,> 
C.:  Acetonfaillung: 

1 cm3 = 7,3 mg Trockensubstanz 

1 cmG = 2,0 mg 
mm3 0, mit 0,5 em3 der Losungen+ 1 em3 0,05-m. Leinols&ure+ 1 om3 0,Z-m. Phosphat 

(pH = 6,8); Volumen 4 cm3. 

a n u t e n  

457 41 7 
120 

Behandlung des aus 66-proa. acetonischer Losung ausgefallten 
Niederschlags mit konzentriertem Aceton schwacht die Lipoxydase- 
wirkung deutlich ab. Auf diese Weise kann aber trotzdem noch ein 
sehr wirksames (in Wasser nicht vollig losliches) Acetontrockenpulver 
erhalten werden, das nur einen Bruchteil der in der Ausgangslosung 
vorhandenen Menge an Trockensubstanz enthalt. Die Losung des 
Trockenpulvers gibt Peroxydasereaktion. 

3. I n a k t i v i e r u n g  du rch  pro teo ly t i sche  Enzyme.  
Es wurde die Aktivitat von Sojaextrakten nach Einwirkung von 

Pepsin (Ph. H. V), Trypsin (Xahlbaum) und Papain (Witte) unter- 
sucht. Fur Kontrollversuche wurden Losungen der Protoinasen durch 
15-20 Minuten langes Erhitzen im kochenden Wasserbad inaktiviert. 

Tabelle 111. 
E i n w i r k u n g  v o n  P e p s i n .  

A n s a t z e  : 4 cm3 dial. Enzymlosung, 0,3 cm3 1-n. Essigshre, die angegebenen 
Mengen Pepsin, 1 Tropfen Toluol. Nach Inkubation (4 Stunden 38O) mit 0,28 cm3 1-n. 
NaOH neutralisiert. (Im Kontrollversuch der letzten Spalte statt Essigsiiure Zusatz von 
2 em3 0,2-m. Phosphat, pH = 7) .  - Volumen: 8 cm3. - mm3 0, mit je 2 ern3 der Ver- 
suchslosungen+ 0,5 em3 Lecithin (5,4-proz.) + 1 om3 0,2-m. Phosphat (pH = 6,8) + 0,5 cm3 
Wasser. 

Tabelle 111 enthalt eine Versuchsreihe rnit Pep  s in .  

mit Pepsin Kontrollen 

8 13 71 
8 13 

120 200 10 17 205 

Pepsin vernichtet die Lipoxydasewirkung bis auf einen gering- 
fiigigen Rest. Die beiden Kontrollversuche rnit inaktiviertem Pepsin 
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(50 mg) und mit aktivem Pepsin (50 mg) - letzteres in diesem Ver- 
such bei pB = 7 wahrend 4 Stunden zur Einwirkung gebracht - 
zeigen, dass Pepsin die Lipoxydase selbst angreift. 100 mg Pepsin, 
den bei pH = 6,s gepufferten Ansatzen unmittelbar vor Beginn der 
Messung zugesetzt, waren ebenfalls ohne wesentlichen Einfluss auf 
den Sauerstoffverbrauch. 

Zu dem gleichen Ergebnis fiihrten Versuche mit T r y p s i n  (Ta- 
belle IV), nur dass die nach Einwirkung dieser Proteinase verblei- 
bende Aktivitat grosser war als nach Einwirkung von Pepsin. 

Tabelle IV. E i n w i r k u n g  v o n  T r y p s i n .  
A n s a t z e  : 4 em3 dialysierte Enzymlosung, 2 cm3 0,2-m. Na,HPO,, die angegebe- 

nen Mengen Trypsin, Toluol. Nach Inkubation (16 Stunden 38O) Zusatz von 2 em3 0,2-m. 
KH,PO,. - Volumen: 9 em3. - Sauerstoffverbrauch (mm3 0,) wie inder vorhergehen- 
den Tabelle. 

+ Papain 

12,5mg 1 50mg 
~ 

~~ 

30 1 73 
60 131 
90 1 171 55 51 

Tabelle V enthalt eine Versuchsreihe mit P a p a i n .  
Tabelle V. E i n w i r k u n g  v o n  P a p a i n .  

A n s a t z e  : 4 cm3 dialysierte Enzymlosung, 1 om3 1-m. Essigsaure-Acetat-Puffer 
(pH = 5,3), die angegebenen Mengen Papain, Toluol. Nach Inkubation (14 Stunden 38O) 
Zusatz von 0,18 em3 1-n. NaOH. - Volumen: 6,2 om3. - Sauerstoffverbrauch (mm3 0,) 
wie in Tabelle 111. 

+ inaktiv. Papain 

12,5mg I 50mg 

i + Papain 
(ohne Inkub.) 

~~ ~- ~ 

~~~ 1 12,5mg I 50mg ~- 

47 59 35 39 
86 109 55 57 

126 146 68 68 

I n  den beiden Versuchen mit Papain ( 3 .  und 4. Spalte der Ta- 
belle) ist die Aktivitat der Losung gegenuber dem Vergleichsversuch 
ohne Papain bedeutend herabgesetzt. Auch gegenuber den Versuchen 
mit inaktiviertem Papain ist diese Aktivitatsverminderung deutlich. 

I n  den Versuchen mit Papain haben sich jedoch einige Unsicherheiten ergeben, 
die eine Folgerung auf eine p r o  t e o 1 y t i s  c he  Inaktivierung der Lipoxydase durch Papain 
zunachst nicht unbedingt zwingend erscheinen lassen: 1. In  der Versuchsreihe der Ta- 
belle V bewirkt inaktiviertes Papain bereits eine gewisse Hemmung des Sauerstoffver- 
brauchs; in anderen, hier nicht angefiihrtenversuchen, war der Sauerstoffverbrauch der mit 
inaktiviertem Papain (100 mg) inkubierten Enzymlosung dagegen wesentlich (etwa auf das 
Doppelte) erhoht. Das lasst den Verdacht aufkommen, dass sich in dem Papainpraparat 
(vielleicht als Aktivatoren des Papains zugesetzte) Stoffe finden, die den Oxydations- 
vorgang - je nach den besonderen Bedingungen hemmend oder fordernd - beeinflussen. 
2. Aktives Papain, den Ansatzen bei annahernd neutraler Reaktion unmittelbar (etwa 

142 
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30 Minuten) vor Beginn der Messung zngesetzt, hemmt die Sauerstoffaufnahme etwa 
ebenso stark, wie Papain nach 14-stundiger Inkubation bei pH 2 5,3. Es ist nicht ein- 
wandfrei zu entscheiden, ob die knrze, bis zum Messbeginn verstreichendo Zeit bereits 
genugt, damit Papain die Lipoxydase proteolytisch inaktiviert, oder oh fur die Jnakti- 
vierung" etwa vorhandene Inhibitoren der Pettsaurenoxydation von wesentlicher Bedeu- 
tung sind. Diese letzten Versuche konnen daher nicht als eigentliche Kontrollversuche 
dienen. Brtrachtet man die Versuche mit inaktiviertem Papain als die massgebenden 
Kontrollversuche, so ist auf eine proteolytische Inaktivierung der Lipoxydase auch durch 
Papain zu schliessen. 

Zusammenfassend ist aus den Versuchen iiber die Einwirkung 
von Proteinasen auf die Lipoxydase zu folgern, dass letztere einem 
proteolytischeii Abbau unterliegen kann und dementsprechend von 
eiweissartiger Natur ist. 

5. I n a k t i v i e r u n g  du rch  Siiure. 
Folgende Beobachtungen, die im Zusammenhang rnit Reinigungs- 

versuchen gemacht wurden, zeigen, dass die Lipoxydase durch Ein- 
wirkung von verdiinnter Salzsaure inaktiviert werden kann. 

1. Dialyse von 25 om3 vorher gegen Wasser dialysiertem Sojaenzym wahrend 24 
Stunden bei 5 O  gegen 0,004-11. Salzsaure (2mal je 800 om3) fuhrt zu einer nahezu volligen 
Inaktivierung. 

2. Auch ohne Dialysc kann dasselbe erreicht werden. Hierzu muss die Enzymlosung 
unter sonst gleichen Bedingungen rnit mehr Salzs&ure versetzt werden, a19 einer End- 
konzentration von 0,004-11. entspricht. 

3. Extraktion von 5 g Sojapulver mit 100 em3 0,l-n. Salzsaure wahrend einer 
Stunde bei 5 O  liefert fast vollig inaktive Losungen. Diese Losungen zeigen auch keine 
Peroxydasenreaktion. 

Die Losungen wurden mit Natronlauge bis pH etwa 6,5 neutralisiert und im mano- 
metrischen Versuch mit Leinolsaure auf ihre Aktivitat gepruft. 

Nach den Versuchsbedingungen erscheint eine direkte Einwir- 
kung der SSiure auf die Lipoxydase (Denaturierung des Enzympro- 
teins, Abspaltung einer Wirkgruppe) wahrscheinlicher als ein proteo- 
lytischer Abbau infolge Aktivwerdens allenfalls vorhandener Pro- 
teinasen bei der sauren Reaktion. 

6. I n a k t i v i e r u n g  du rch  Oxyda t ionsmi t t e l .  
J o d  und Was ser s t of f p er  ox  y d  inaktivieren die Lipoxydase 

(Tabelle VI). 
Tabelle VI. 

A n s a t z e  : I n  je 20 cm3 befanden sich: 10 om3 dialysiertes Sojaenzym, 5 cm3 
0,2-m. Phosphatpuffer (pH = 6,8), Oxydationsmittel in den angegebenen Endkonzentra- 
tionen. - Nach Zusatz der Oxydationsmittel blieben die Versuchslosungen 30 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen; anschliessend Dialyse iiber Nacht. - mm3 0, mit je 1 cm3 
derAnsatze+ 1 em3 0,05-m.Leinolsaure+ 1 cm3 0,2-m.Phosphat (pH= 6,8);Volumen4cm3. 

120 570 I 342 ~ 90 ~ 346 80 
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Die Oxydationsmittel kommen in geringerer Konzentration zur Einwirkung, als 

den zugesetzten Mengen entspricht, da ein Teil von Begleitsubstanzen verbraucht wird 
und - im Falle des Wasserstoffperoxyds - durch die in den Losungen vorhandene 
Katalase zerstort wird. 

Die Empfindlichkeit der Lipoxydase gegenuber Oxydationsmit- 
teln liisst an die Moglichkeit denken, dass auch die peroxydischen 
Reaktionsprodukte inaktivierend wirken konnen. 

Die Frage der Reversibilitat der oxydativen Inaktivierung der 
Lipoxydase ist Gegenstand weiterer .Entersuehungen. 

7. Vorkommen i n  a n d e r e n  P f l a n z e n .  
8tminl) fand eine Lipoxydase (,,unsaturated fat oxidase") in den 

Samen von 11 Leguminosenarten, nicht in den Samen von Ricinus, 
Mandel, Sonnenblume und Nais. Von Ki~rssanozoa~) wurde das Vor- 
kommen einer Caro t inoxydase  in der Kartoffel und in Radieschen 
angegeben. 

Wir haben Pressiifte aus verschiedenen Teilen von 20 Pflanzen- 
arten auf ihr Vermogen zur Oxydation iron Leinolsaure und in einigen 
Fiillen von Lecithin untersucht. 

Die Ergebnisse waren negativ rnit Losungen aus den Samen 
von Hanf und Ricinus, aus dem Fruchtfleisch von Apfel, Birne, 
Pflaume, Pfirsich und Tomate, aus der Mohrrube, ferner aus Pilzen 
(Champignon, Liirchenrohrling, Butterpilz). Eine gewisse Beschleuni- 
gung der Oxydation von Leinolsiiure bewirkten Pressafte z. B. aus 
den Wurzelteilen von Meerrettich, Radieschen, Sellerie und Kohlrabi 
(,,blaue" Varietat), sowie aus grunen Teilen verschiedener Pflanzen. 
Das Ausmass der in diesen Fiillen beobachteten Oxydationsbeschleu- 
nigung war, im Vergleich zu der Wirksamkeit von Auszugen aus der 
Sojabohne, meist gering, und wir lassen vor eingehenderen Unter- 
suchungen die Frage offen, ob hier uberhaupt eine Enzymwirkung 
vorliegt 3). 

Eine betriichtliche, mit der Aktivitiit der Eneymlosungen BUS 
Leguminosen mrgleichbare Wirksamkeit war nur mit Losungen aus 
der Kar to f f e lkno l l e  festzustellen. Tabelle VII  zeigt die Beschleu- 
nigung der Sauerstoffaufnahme von Leinolsiiure und von Lecithin 
durch dialysierten Kartoffelsaft. 

Gewebebrei aus den ausseren und aus den inneren Teilen von ungeschalten Kar- 
toffeln wurde mit der gleichen Menge Wasser versetzt und nach 2 Stunden durch ein 
Tuch ausgepresst. Die Pressafte wurden 14 Stunden dialysiert und dann zentrifugiert. 
Die braun gefarbten Losnngen waren vollig klar. Ohne Zusatz von Lecithin oder Leinol- 
slure verbrauchten sie keinen Sauerstoff. Je 1 em3 der Losungen enthielt 6 mg Trocken- 
substanz. 

l) H. H .  Strain, Am. SOC. 63, 3542 (1941). 
2, W. A. Kirssanowa, C. 1938, 11, 4080. 
3, Insbesondere ist mit Losungen aus griinen Pflanzenteilen an die beschleunigende 

Wirkung zu denken, die Chlorophyll in Gegenwart von Licht auf die Oxydation unge- 
slttigter Fette besitzt. Vgl. K .  Tuufel und R. Miiller, Bioch. Z. 304,137 (1940); K. Pliufel, 
Fette und Seifen, 50, 387 (1943). 
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T a b e l l e  VII. 
Enzymlosungen a u s  K a r t o f f e l n .  

mm3 0, mit den angegebenen Enzymmengen, $5 cm3 Lecithin (5,6-proz.) bzw. 
1 em3 0,05-m. Leinolsaure, 1 cm3 0,2-m. Phosphat (pE = 63) ;  Volumen: 4 cm3. - 
Reihe A: mit Lecithin; Reihe B: mi t  Leinolsaure. 

~~ 

69 
148 
218 
306 

Minu- 
ten 

10 
20 
30 
60 

120 
180 

~ __ 
286 
322 
334 
370 

A. Rinde 

578 
675 
704 

215 1 :Ki: 244 
255 527 
281 570 

A. Mark I B. Rinde i B. Mark 

82 
99 

116 
140 

0,25 
cm3 

13 
46 
56 
67 
74 
76 

~- 

259 
380 
440 
457 

'77; 321 
906 364 

625 
665 

Pressafte aus den Rindenteilen sind aktiver als die aus den 
Markteilen (Tabelle VII). (Auch einige andere Enzyme (Polyphenol- 
oxydase, Katalase) finden sich bekanntlich reichlicher in der Rinde 
als im Mark der Kartoffel). 

Die Lipoxydase der Kartoffel wird durch 15 Minuten langes 
Erwarmen auf 80° vollstandig inaktiviert. Ammoniumsulfat liefert 
aktive Fallungen. Pepsin zerstort die Lipoxydasewirkung such des 
Kartoffelsaftes (Tabelle VIII). 

T a b e l l e  VIII. 
E i n w i r k u n g  v o n  P e p s i n  auf Kar tof fe lenzym.  

Ansatze mit 4 cm3 dialysierter Enzymlosung, 0,3 em3 1-n. Essigsaure, 50 mg Pep- 
sin. Im ersten Ansatz an Stelle von Essigsaure 0,3 em3 1-m. Natriumacetat. Toluol. 
Volumen: 8 cm3; 3 Stunden 38O. - Neutralisation mit 0,28 em3 1-n. NaOH. - mm3 0, 
mit je 2 cm3 der Ansatze+0,5 cm3 Lecithin (5,6-proz.)+ 1 cm3 0,2-m. Phosphat (pH = 

= 6,3); Volumen: 4 cm3. 

197 117 35 
250 150 42 

120 287 181 52 

Die Lipoxydase des Kartoffelsaftes ist, lhnlich wie das Sojaenzym, gegeniiber der 
Einwirkung von Saure empfindlich: Nach Zusatz von Salzsaure bis zu einer Endkonzen- 
tration von 0,02-n. und 24-stundigem Stehen bei Zimmertemperatur war keine Aktivitat 
mehr festzustellen, ebensowenig nach 15 Minuten langer Einwirkung von 0,l-n. Salz- 
saure. Nach 24-stundiger Dialyse gegen 0,004-11. Salzsaure war die Aktivitat des 
Kartoffelsaftes wohl deutlich abgeschwacht, aber nicht so weitgehend wie in den er- 
wiihnten Versuchen mit Sojaenzym. 

I n  der Kartoffel finden sich als Inh ib i to ren  wirksame Stoffe. 
Gekochter und dann filtrierter Pressaft hemmte die Sauerstoffauf- 
nahme im Versuch rnit Sojaenzym und Leinolsaure. Kochsafte von 
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dialysierten Losungen zeigten eine geringere Inhibitorwirkung als 
solche von nicht dialysierten Losungen. 

Innerhalb der Kartoffelpflanze findet sich die Lipoxydase vor- 
nehmlich oder ausschliesslich in der Knolle, da Pressafte aus den 
oberirdischen Teilen nur eine geringfugige Wirksamkeit zeigten. 

Kartoffelsiifte vermogen mit Hilfe ihres Polyphenol-oxydase-Systems verschiedene 
Substanzen auf indirekte Weise zu oxydierenl). Es stellt sich die Frage, ob auch die 
lipoxydatische Wirkung des Kartoffelsaftes auf eine solche oder eine ahnliche (z. B. per- 
oxydatisch bedingte) indirekte Oxydation zuriickzufiihren ist. Diese Frage kann auf Grund 
der bisherigen Versuche mit ungereinigten Enzymlosungen nicht sicher beantwortet wer- 
den. Immerhin ist anzufiihren, dass nicht alle Pflanzensiifte, die Polyphenol-oxydase 
enthielten, zur Oxydation von ungesiittigten Fettsauren befiihigt waren. 

Fur das Vorhandensein einer Carotinoxydase in den Kartoffel- 
pressaften fanden wir keine Anhaltspunkte. Dialysierte Losungen 
entfarbten zugesetztes Carotin (0,4 mg) im Laufe mehrerer Stunden 
nicht, wahrend in Gegenwart von Leinolsaure eine vollstandige Ent- 
farbung in 3 Minuten erfolgte. Die einer ,,Carotinoxydase" der Kar- 
t ~ f f e l ~ ) ~ )  zugeschriebene Wirkung diirfte daher auf eine Sekundar- 
oxydation des Carotins mittels der Lipoxydase zuruckzufuhren sein. 

Guajakharz wird durch Kartoffelsaft allein geblaut4), wahrend mit Sojaextrakten 
erst nach Zusatz einer ungesiittigten Fettsaure eine intensive Farbung erreicht wird5) 
(abgesehen von der Peroxydasereaktion mit Wasserstoffperoxyd). Die im System der 
Lipoxydase (Enzym + Leinolsaure + Sauerstoff) mit Guajakharz auftretende Blaufarbung 
verschwindet haufig ziemlich schnell, entweder infolge einer Weiteroxydation oder - 
wahrscheinlicher - infolge einer Reduktion des Farbstoffs. Das in einem friiheren Ver- 
such6) beschriebene Ausbleiben der Guajakblauung in spateren Reaktionszeiten diirft,e auf 
derartige sekundare Umstiinde (z. B. Anwesenheit reduzierender Substanzen) zuriickzu- 
fiihren sein. Jedenfalls wird C a r o t i n  zu jedem Zeitpunkt der Reaktion oxydiert, wenn 
auch - entsprechend dem Verlauf der Sauerstoffaufnahme - in den ersten Reaktions- 
zeiten weitaus am schnellsten. 

Besprechung. 
Das geringe Interesse, das der zuerst von Andre' und Hou') an- 

gegebenen Existenz eines ungesattigte Fette oxydierenden Enzyms 
der Sojabohne in der enzymologischen Literatur bisher entgegenge- 
bracht worden ist, durfte zum Teil wohl auf Zweifel an der Enzym- 
natur8) dieses Agens beruhen. Solche Vorbehalte haben in dem vor- 

l) Vgl. A. V. Szent-Gyorgyi und K .  Vietorisz, Biooh. 2. 233, 236 (1931). - F. Kubo- 
witz, Bioch. Z. 292, 221 (1937). - S. W .  Johnson und 8. S. Zilwa, Biochem. J. 31, 438 
(1937). 

2, W.  A.  Kirssanowa, C. 1938, 11, 4080. 
3, Nach dem zur Verfiigung stehenden Referat2) wurde eine Oxydation von Carotin 

4, Vgl. A.  v. Szent-Gyorgyi, Bioch. 2. 162, 399 (1925). 
6, H .  Siillmann, Helv. 24, 646 (1941). 
8 ,  Helv. 25, 521 (1942). 

*) Vgl. C. Oppenheimer und K. G. Stern, ,,Biological Oxidation", S. 122 (Den Haag 

durch Kartoffelsaft allerdings ohne Zusatz einer ungesiittigten Fettsaure beobachtet. 

E. Andrd und K .  Hou, C. r. 194, 645 (1932); 195, 172 (1932). 

1939). 
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liegenden Fall zunachst auch ihre besondere Berechtigung (s. Ein- 
leitung). Das Verhalten der Lipoxydase bei der Dialyse, ihre Thermo- 
labilitat, Fallbarkeit diirch Eiweissfallungsmittel und ihre Zerstiirung 
durch proteolytisch wirkende Enzyme zeigen ihre kolloide und eiweiss- 
artige Natur. Damit sind fur die Lipoxydase Eigenschaften aufge- 
zeigt, die im allgemeinen fur die Zurechnung eines katalytisch wirken- 
den Stoffes xu den Enzymen als notwendig crachtet werden. 

Der Wirkungsbereich dcr Lipoxydase erstreckt sich nach den bis 
jetzt vorliegenden Befunden1)2)3)4) auf ungesiittigte Fettsiiuren (bzw. 
deren Ester). Nach 8t~cci.n~) mwden von dem Enzym nur Verbin- 
dungen mit der Gruppierung: -CH=CH-(CH,),-GO- in cis-Kon- 
figuration oxydiert. Wir fanden mit dem Sojaenzym und den folgen- 
den Verbindungen keinen Sauerstoffverbrauch (bzw. keinen uber die 
Autoxydation von manchen der Verbindungen deutlich hinausgehen- 
den Sauerstoffverbrauch) : Palmitinsaure, Erucasaure, Undecylen- 
saure, Fumarsaure, Msleinsiiure, Ascorbinsaure, Brenzcatechin, Hy- 
drochinon, Bixin5), CarotinF), Cholesterin'). Die Untersuchung von 
weiteren ungesattigten Verbindungen, insbesondere von Fettsauren 
mit konjugierten Doppelbindungen, ist in Aussicht genommen. 

Das Vorkommen der Lipoxydase (oder jedenfalls von gleich- 
artig wirkenden Enzymen) in so verschiedenen Pflanzen wie Legu- 
minosen und Kartoffeln lasst vermuten, dass sie aueh noch in anderen 
Pflanzen anzutreffen ist. Fur eine weitere Verbreitung haben sich 
gewisse Anhaltspunkte ergeben (s. den 7. Abschnitt). Man kann aber 
schon jetzt sagen, dass die Verbreitung von (loslichen) Lipoxydasen 
in den Pflanzen keine allgemeine ist, und dass sie sich insbesondere 
nicht in allen ,,Olsamen" finden (z.B. nicht in Hanf-, Lein- und 
Ricinussanien). Soweit man aus den bis jetzt bekannten Wirkungen 
des aus der Zelle herausgelosten Enzyms auf seine biologische Funk- 
tion schliessen kann, ist deshalb anzunehmen, dass es in den ver- 
schiedenen Pflanzen verschiedene Wege des Stoffwechsels der unge- 
sattigten Fettsiiuren gibt. Die starke Wirksamkeit von Kartoffel- 
saften darf im Hinblick auf den relativ kleinen Gehalt der Knolle 
an Lipoideri noch besonderes Interesse beanspruchen. 

Zusammenfassung. 
Die Lipoxgdase aus Leguminosensamen dialysiert nicht dureh 

Cellophanmembranen, sie ist thermolabil und kann dureh Ammonium. 
l) J .  B. Sunaner und A. L. Dounce, Enzymologia 7, 130 (1939). - J. B. Sumner 

und R. J .  Xumner, J. Biol. Chem. 134, 531 (1940). 
z, H. Tuzcber, Am. Snc. 62, 2251 (1940). 
3, H. SJllmann, Helv. 24, 465, 646, 1360 (1941). 
4, H. H. Strum, Am. SOC. 63, 3542 (1941). 
6, Freundlichst iiberlassen von der Firma F.  Hoffnaania-La Roehe & Co., Baser. 
6 ,  Vgl. Helv. 24, 1360 (1941). 
7, Es sei bemerkt, dass einige der genannten Substanzen in dem System als Suspen- 

soide vorlagen, was ihre Reaktinnsfahigkeit beeintrachtigen konnte. 
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sulfat oder Aceton gefallt werden. Proteolytisch wirkende Enzyme 
zerstoren die Lipoxydase. Einwirkung von Oxydationsmitteln und 
von Saure fiihrt zu einer Inaktivierung. 

Pressafte aus Kartoffeln besitzen eine betriichtliche Lipoxydase - 
wirk -0. 

Basel, Laboratorium der Universitats- 
Augenklinik. 

207. Une nouvelle reaction speeifique pour l’identifieation du thallium1) 
par Paul Wenger et Yvonne Ruseoni. 

(30 X 43) 

Lors de notre etude critique des rkactifs du thallium2), l’un de 
nous (Mlle Y.  Busconi) a constate que le thallium monovalent donne 
avec une solution de nitrate de bismuth et d’iodure alcalin un pr6- 
cipite rouge. 

Nous avons procede B un examen approfondi de cette reaction 
qui a rev614 une specificit4 et une sensibilite intkressantes. 

Nous en exposons ci-dessous le mode operatoire et les caracthis- 
tiques : 

Re’actif . 
Nitrate de bismuth et iodure de sodium. 

Solution B 0,4% de nitrate de bismuth ((N0,)JBi) dans l’acide ni- 

solution B 10% d’iodure de sodium (I”) dans l’eau; 
solution aqueuse saturke de thiosulfate de sodium ( S,O,Na,) (utiliske 

dans certains cas pour augmenter la spkcificitk). 
SensibiZite’: 0,6 [Al0,O3 

1 [BIo~O3 1 : 3 x104 

trique (N0,H) 20 yo; 

1 : 5 x lo4 3, 

10 [D]5 I: 5x105 

X o d e  ope’ratoire. 
Poser une goutte de solution d’un sel de thallium dans un godet, 

ajouter une goutte de solution de nitrate de bismuth ((NO,),Bi) puis 
une goutte de solution d’iodure de sodium (INa). I1 se produit un 
prbcipitk rouge. 

l) Voir Paul Wenqer, Rogw Duckert et 1’. Rusconz, Helv. 26 1466-75, (1943) e t  
precedents. 

2, Paul Wenqer, IZoqer Duckert et Y.  Rusconz, Helv. 26, 338-45 (1942). 
3, Suivant convention adoptBe par la Commission Internationale des RBactions et 

RBactifs analytiques nouveaux. 


