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301. Uber das Lipoxygenase-cc Lipoperoxidase n- System in Cerealien: 
I .  Untersuchung der Reaktionsproduktel) 

von W. Heimann und P .  Schreier 
Insti tut  ffir Lebcnsinittclcheniic dcr Univcrsitat Karlsruhc 

(10. IX.  71) 

Zusanzmenfassung. Nach Inkubation der durch Soja-Lipoxpgcnase (E. C. 1.13.1.13.) gebildeten 
Linolsaurehydroperoxidc (LHPO) tnit einem Hafer-Acetontrockcnpulver treten 13-Hydroxy-cis- 
9, trans-11-octadecadiensaure und 9-Hydroxy-trans-10, cis-12-octadecadieiisaure auf. Durch Ein- 
satz von [14C]-12HP0 wird nachgewiesen, dass cs sich urn Umsetzungsprodukte der LHPO han- 
delt. Nach Hitzeinaktivierung bleibt die Umsetzung aus. Die Verbindnngen wurden nach Ver- 
csterung, katalvtischer Hydrierung und Oxydation als 13-0x0- bzw. 9-0x0-stearinsaure-methyl- 
cster massenspektrometrisch identifiziert. Trennung und Reinigung erfolgten jeweils inittels pra- 
parativer Schichtchromatographie untcr spektroskopischer Kontrolle (UV., IR.). huf Grund der 
Ergebnisse kann auf die Beteiligung cincr Peroxidase am enzpmatischen LHPO-Abbau in Hafer 
gcschlossen werden. Die Reteiligung von 1,ipoxygenase und Pcroxidase ;an der Biosynthese cis- 
fraws-konjugierter Hydroxyfettsauren wird diskuticrt. 

Das Enzym Lipoxygenase (E. C. 1.13.1.13.) katalysiert die Bildung optisch aktiver 
i.21 cis-trans-konjugierter Dienhydroperoxide aus ungesattigten cis, cis-l,4-Pentadien- 
systemen durch molekularen Sauerstoff 131. Als Reaktionsprodukte konnten mit 
Sojabohnen-Lipoxygenase und Linolsaure als Substrat 13-Hydroperoxy-cis-9, trans- 
11-octadecadiensaure und 9-Hydroperoxy-trans-10, cis-12-octadecadiensaure nachge- 
wiesen wcrden [4] [5]. 

Obwohl di.e Produkte der Lipoxygenase-Aktivitat soniit gut bekannt sind, ist die 
Funktion des Enzyms iin pflanzliclien Stoffwechsel bislier ungelrlart. Auf jeden Fall 
mussen die Primarprodukte metabolisiert werden, da die gebildeten Hydroperoxide 
starke Zellgifte sind [6!. 

Einen enzyinatischen Abbau der Linolsaurehydroperoxide (LHPO) haben ver- 
schiedene Autoren beobachtet, ohne abcr aussagen uber die Reaktionsprodukte zu 
inachen [7] [8 ] .  Neben einer Hydroperoxid-isomerase-Katalyse [9], bei der 13-Hydro- 
peroxy-cis-9, trans-11-octadecadiensaure zu einein mono-ungesattigten or-Ketol um- 
gesetzt wird, scheint eineni peroxidatischen Reaktionsinechanisinus eine wesentliche 
Rolle bei dem enzymatisch katalysierten Hydroperoxid-Abbau in Pflanzensamen zu- 
zukommen [lo]. Rasierend auf diesen Befunden versuchten wir, durch Identifizierung 
der bei dem enzyniatischen LHPO-Abbau in Hafer gebildeten Produkte den vermute- 
ten Peroxidase-Mechanisinus zu bestatigen. 

Den zu Beginn unserer Arbeiten benutzten Enzyiii-lioliextrakt liaben wir spater 
wegen der besseren Handhabung und grosseren Stabilitat durch ein Acetontrocken- 
pulver ersetzt . 

Walirend der Inkubation von Linolsaure mit dein Enzympraparat in 0,- 
Atmosphare nimmt als Folge der Lipoxygenase-Katalyse erwartungsgeniass die 
Dien-Absorption bei 234 nni zu. Peroxide liessen sicli jedocli niclit nacliweisen (Be- 

l) Vorlaufige 'Mittcilung: s. [l;. 
~~~ ~~ 
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stimmung nach [S]) . Zum Nacliweis des Hydroperoxid zerstorenden Faktors wurde 
in gleicher Versuclisanordnung LHPO-haltige Linolsaure eingesetzt : Die LHPO- 
Konzentration nahm deutlich ab (Fig. 1). Nach Hitzebehandlung des Rohextraktes 
blieb die Reaktion aus. Die beobachtete hohe Thermoresistenz des LHPO-Abbau- 
faktors (Totalinaktivierung nach 10 Min. bei 100") fugt sich gut in die bisherigen 
Kenntnisse ein : Die beachtliche Hitzestabilitat der Peroxidase ist ein auffallendes 
Merkmal dieses Enzyms [ll]. 
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Fig. 1. Vergleich zwischen der Zunuhme der Dien-Absorpion und des LHPO-Abbuues 
Durchfiihrung mit LHPO-haltiger Linolsaure als Substrat und jeweils 0,5 ml Rohextrakt (11 nig 

Protein/ml) bei pH 7,O 
-0-0- Test bei 234 nm nach Surrey [28] 

- x -x -  Tcst bei 480 nm: Zur Peroxid-Restimmung 0,5-ml-Entnahnien a.us 10 ml Substratlosung 
nach Surrey [28] 

Aus dem negativen Ergebnis der Peroxid-Messung und der Feststellung eines 
Peroxid-Abbaues bei gleichzeitiger Zunahme der Dien-Absorption folgt, dass der 
LHPO-Abbau rascher erfolgt als die Hydroperoxid-Bildung. Dies hatte schon Xothe 
721 auf Grund der Versuche iiber die Bitterstoffbildung in Hafer postuliert, da in 
bittergewordenen Produkten Hydroperoxide nicht oder iiur in sehr geringer Meiige 
nachweisbar waren. Den kinetischen Messungen (Fig. 1) laisst sicli ferner entnehmen, 
dass in dem bzw. den Produkten des enzymatischen LHPO-Abbaues die durch die 
Lipoxygenase-Katalyse vorgegebene cis-trans-Konjugation erhalten bleibt. Diese 
Beobaclitung wurde auch sclion friiher bei Sojabohnen-Rohextrakten gemacht 171. 

Naclidem auf Grund der kinetischen Messungen keine LHPO-Bildung durch 
Hafer-Enzyni nachweisbar war, haben wir die Reaktionsprodukte nach folgendem 
Schema untersucht : 
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I. Darstellung linolsaurefreier LHPO durch Soja-Lipoxygenase. 

TI. a) Inkubation der LHPO mit Hafer-dcetontrockenpulver. Diinnschichtchromatographische 

b) hnaloger Versuch nach Hitze-Inaktivierung dcs Enzympraparates. 
c) Blindversuch mit LHPO. 

111. Versuche I1 a--c rnit [14C]-LHP0 (Autoradiographie, IXinnschichtscanner). 
IV. Identifizierung der Vcrbindungen (I’raparativc Schichtchromatop-aphie, UV.-1R.-Ron- 

a) Enzymatische Umsetzungsprodukte dev L H P O :  1. Vercsterung; 2. Katalytische Hydrierung; 

b) LHPO : Nach LiBH,-Reduktion: Versuchsfuhrung wie TVa. 
c) ParaEEelversuche mit Coriolinsaure-mcthy-lester ( : 13-Hydroxy-cis-9, tvans-ll-octadecadicn- 

Isolierung der Keaktionsprodukte. 

trolle) : 

3. Oxydation. 

saure-methylester) . 

I. Die Darstellung der LHPO und ihre Isolierung mitteis praparativer Schicht- 
chromatographie sind im experimentellen Teil beschrieben. 

11. Die diinnschiclitchromatographisclie Analyse der enzymat-isch gebildeten Um- 
setzungsprodukte zeigt (Fig. Z), dass neben einer Vielzahl von Verbindungen, die 
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Fig. 2. DC. der enzymatisch gebildelen Umsetzungspodukte  (Versuche I I a-c) 
,\: I<afer-LII’.: B Hafer-AP. (hitzeinaktiviert) + LHPO(1) ; C:  Hauptversuclt : Hafcr-.W. + LHI’O; 
11 : LiBH,-Rcduktionsprodukte der LHPO(2,3). Pentan+ Diathyliither -t Eiscssig G O +  40+ 3 

Kieselgcl GF,,,, S-Kammcr 
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samtlicli aus dem Acetontrockenpulver stammen, bei Versuch I1 a zwei Verbindun- 
gen mit den hRf-Werten 36 und 30 neu auftreten. 

111. Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurden die Versuche I1 a-c mit [‘“CI- 
LHPO durcligefiihrt. Durch Autoradiographie und Auswertung mit einem Scanner 
{Fig. 3)  konnte bestatigt werden, dass ausschliesslich die in Versuch I1 a erhaltenen 
Verbindungen als enzyniatische Umsetzungsprodukte der LHPO auftraten. 

A 

FRONT START 
Fig. 3.  Versucl~ I T I  ; Auswerlung mat dem Diinnschichtscanner 

-4 : Hauptversuch : 1 = LHPO; 2 = 13-Hydroxyoctadecadiensaure; 3 = 9-Hydroxyoctadecadien- 
saure. B : Blindvcrsuch xnit LHPO und hitzeinaktiviertem Hafer-AP. 

IV. Nach LiBH,-Reduktion der LHPO traten im Diinnschichtchromatogramm 
zwei Verbindungen n i t  den hRf-Werten 36 und 30 auf (vgl. Fig. 2). In  Verbindung mit 
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den bei Soja-Lipoxygenase vorliegenden Ergebnissen lag die Annahme nahe, dass es 
sicli hierbei urn die Reduktionsprodukte der 13- und der 9-Hydroperoxy-octadecadien- 
saure handelt. Diese beiden Substanzen wurden daher in die weitere Untersuchung 
miteinbezogen. 

Die 1R.-Spektren der niit Diazomethan veresterten LHPO-Keduktionsprodukte, 
der enzymatisclien Unisetzungsprodukte und der Vergleichssubstanz waren identisch 
(Fig. 4). An wesentlichen Daten liessen sich entnehmen : 3434 cm-l (Valenzschwingung 
OH-Gruppe), 3010 cnirl, 987 cm-l, 947 cm-l (cis-tram-konjugierte Doppelbindung 
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Fig. 4. 1 R.-Spektren der anzylnatisch gebildetelz Umsetzungs;lwodztkte 

E 

48 

0,6 

034 

02 

A 
I;ig. 5. L' L7.-S$ektren (in Methanol) der mittels prapurutmer Schichtchronzatogruphie isolierten enzy- 

matischen Unz.tetzuizgsprodukte 



HELvGTIC.4  CHIMICA ACTA - -  b-01. 54, Fasc. 8 (1971) - Nr. 301 2799 

L13j). Das Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit den kinetischen Untersuchungen 
und den UV.-Spektren der enzymatischen Reaktionsprodukte, die ein Maximum bei 
234 nm zeigen (Fig. 5). 

Nacli katalytischer (Pt0,)-Hydrierung der Methylester, dunnschichtchromato- 
graphischer Reinigung und anschliessender Oxydation mit CrO,/Eisessig wurden nach 
Gas-Chromatographie auf SE-30 die Massenspektren der Substanzen aufgenommen. 
Wir erhielten fur die fiinf eingesetzten Verbindungen zwei charakteristische Spektren, 
die dem 13-0x0- und dem 9-0x0-stearinsaure-methylester zugeordnet wurden [14] 

Bei Betrachtung des allgemeinen Peroxidase-Reaktionsschemas kann aus den 
Ergebnissen der kinetischen Untersuchungen und der geschilderten Bildung der 
Hydroxydienfettsauren aus den durch Lipoxygenase gebildeten LHPO auf die Be- 
teiligung von Peroxidase arn enzyniatischen LHPO-Abbau geschlossen werden. Wie 
in Vorversuchen ermittelt wurde, werden die bei der H,O,-Peroxidase-Katalyse wirk- 
sanien Wasserstoffdonatoren auch von dem LHPO abbauenden Enzym urngesetzt. 
Es liegt daher nahe, als natiirliche Wasserstoffdonatoren die in Hafer vorkommenden 
phenolischen Antioxydantien [16] anzunehmen. 

Die Position der OH-Gruppe, die optische Aktivitat, das konjugierte Diensystem 
und die trarts-Konfiguration der Doppelbindung neben der OH-Gruppe machen wahr- 
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sclieinlich, dass Lipoxygenase in die Biosynthese der Hydroxy-cis-trans-konjugierten 
Octadecadiensauren eingeschaltet ist [17]. Diese Auffassung wird von verschiedener 
Seite vertretm [3] [18] und man nimmt an, dass auf Grund der strukturellen uber-  
einstirninung der Hydroxydienfettsaurzn und der beiden natuxlich vorkommenden 
Serien von konjugierten Triensauren (8,10,12-9,11,13) ein gemeinsamer Biogenese- 
weg vorliegt [19]. Diese Vorstellungen wurden von Gunstone iibzr eine Theorie weiter- 
entwickelt, die auf Epoxysauren als Zwischenprodukten basiert [20]. Die moglichen 
Reaktionswege beschreibt das Schema der Fig. 6. 

Die in diesem Schema dargelegten Vorstellungen werden durch den Nachweis 
einer 9-D-spezifischen Lipoxygenase gestiitzt [S] 1211. Die in Cczlendula-61 vorkom- 
mende 9-Hydroxy-trans-cis-octadecadiensaure besitzt D-Konfiguration [22]. Sowohl 
13-~-Hydrox~i-  (in Coriaria-01 [23]) als auch 13-~-Hydroxy-octadecadiensaure (in 
Monni+za-61 [24J j kommen naturlich vor. Eine 13-~-sp-zifische Lipoxygenase ist 
allerdings noch niclit nachgewiesen worden. 

In Zusaminenhang init der erst kurzlich mitgeteilten Bilduiig der 13-Hydroxy- 
und 9-Hydroxy-octadecadiensauren in wasserigen Weizenmehlextrakten [25] fugen 
sicli unsere Befunde folgerichtig in dieses Sclieina der Biosynthese der Hydroxy-cis- 
trans-octadeca.diensaurcn iiber eine Lipoxygenase-Reaktion und anschliessende enzy- 
niatisclie Reduktion ein. Die beobachtete Entstehung dieser ungesattigten Substanzen 
durch eine GSH-Peroxidase aus Rattenleber 1-26] sowie durch ein Prostaglandin 
synthetisierendes Enzyni tierischen Ursprungs j14] lasst in Verbindung mit den vor- 
liegenden Ergebnissen die Bedeutung dieser Fet tsauren im pflanzlichen und tierisclien 
Stoffwechsel erkennen. 

Experimentelles. ~ A Zlgemeines. hls Versuchsmaterial diente unpraiparierter entspelzter 

Protcinbestimmungcn crfolgtcn nach dcr AMethodc von Rezsenherz et al. [27]. 
Die UV.-Spektren wurden im Zeiss-Spektralphotonietcr PMQ 11, die 1R.-Spclrtrcn mit dem 

Perkin-EZmer-Spcktrophotometer Mod. 257 in KBr aufgenommen. 

Herstellung der Enzymnpruparate. 125 g rnit Aceton kalt entfettetes Haferschrot wurden in 
625 ml 0 , l  M Siin?nsen-Phosphatpuffer pH 6,8 suspendicrt und 6 h bci 0-5' geruhrt. Nach Klar- 
zentrifugation (30 ,&fin. bei 20 000 x g, 5") wurde eine gclbgefarbte Losung erhalten ( =  Rohextrakt). 

Zur Herstellung cines Acetontroclicnpulvcrs (AP.) wurde der Rohextrakt (5') mit der funf- 
iachen Menge Aceton ( -  10") versetzt, wobei ein flockiger hcllbrauner Niederschlag ausfiel, der 
nach mehrstiindigem Stehen bei 5" abgenutscht, zweimal init Aceton-Wasscr (5 + 1, - lo"),  drei- 
ind init reinem Accton ( -  10') nachgespult nnd leicht trockengesaugt wurde. Das Pulver wurdc 
3-5 h in1 Vakuurn getrocknet, gewogen und bei 3-5" aufbewahrt. 

Extraktion des A P. 0,4 g AP. wurden init 20 In1 0, l  M S~rensen-Phosphetpuffer pH 7,0 van 5" 
10 Min. im BiihZwHomogenisator honiogenisiert. Kach 2 Std. Stehen bei 5" wurde 30 Min. bei 
20000 x g zenti-ifugiert. Das Zentrifugat wurde bci 3-5" nufbewahrt und inncrhalb von drei Tagen 
verarbeitct. 

Bestimmung ,der Lipoxygenuse-A ktivitat. - a) Aus der h d e r u n g  der Extinktion bei 234 nni : 
Ilie Messungcn el-folgten nach dern Verfahren voii Surrey [28]. 

b) Aus  der Anderung der Extinktion bei 480 mi: Die Bestimmungen eirfolgten in Anlchnung 
an die von Gini & Koch beschriebene Methode [8] : :\us dem Linolsaure-Inkubationsansatz (pH 7,0, 
nach Surrey [28])  und Enzyinlosung sowie einer Losung zur Bestimmung des Blindwertcs wurdcn 
zu bestininiten Zeiten 0,j-m-Proben eiitnornmen und in 10 ml 96-proz. Athanol pipettiert. Zur 
Mcssung wurde niit 0,l ml Ironz. HC1 angeskuert und nach 30 Sek. 0 , O l  in1 Eisen(I1)-sulfatlosung 
(576 in 2~ HCl) zupipettiert. Zu der gut geschuttelten Losung wurden 30 Sek. danach 0,5 nil 
20-proz. ?SH,SCN-Losung gegeben nnd genau 3 Min. spater wurde die Extinktion in einer l - c n -  

Schwcden-Hafer (Erntc 1968). 
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Kuvcttc bei 480 nm gcgen 96-proz. Athanol bestimmt. Von deni Messwert wurde die Extinktion 
des Blindwertes abgczogen. 

Darstellung der Linolsaurehydroperoxide ( L H P O ) .  50 nig Linolsaure (98%, C. Roth) wurdcn in 
100 ml 0 , 0 5 ~  Sorensen-Phosphatpuffer p H  7,0 nach Zugabe von 2 ml 96-proz. Athanol emulgiert. 
Die Emulsion wurde mit 5 mg Soja-Lipoxygenase (C. Roth) versetzt und 60 Min. unter Durchlcitcn 
von O2 bei 15" geriihrt. Die Losung wurde mit 2 N HCI auf pII 2 - 3 angcsauert und dreimal mit jc 
100 ml Ather extrahiert. Nach dem Waschen mit Wasser wurde der Atherextrakt uber Na,SO, 
szcc. getrocknet, filtriert und im Vakuum auf 2-3 ml eingeengt. Die LHPO wurden von der Linol- 
saure durch zweimalige praparative Schichtchromatographie mit Pentan + Diathylather + Eisessig 
(60+40+ 1) (vgl. Analytik der Reaktionsprodukte) abgetrcnnt; dabci wurde die unter der UV.- 
Lampe markierte Zone mit dem hRf-Wert 46 jeweils von der Platte geschabt und mit Ather 
eluiert. Nach der Entfernung des Athers im Vakuum wurde in ciner dcfinierten Menge 96-proz. 
Athanol auigenommen und die Losung bei - 18" aufbewahrt. Der LHPO-Gehalt wurde nach der 
Bestimmung von E,,, aus der molaren Absorption 25600 . mol-I . cni-I [29] berechnet. Ausbeutc: 
0,08 mMol. 

Die [14C]-LHP0 wurden analog untcr Einsatz von 15pCi Linolsaure [(U)-l*C] CFB 40 (Radio- 
chemical Centre, Amersham) hergestellt. 

Enzyrnatische Umsetzung und Extrahtion der Reaktionsprodukte. 2,5 ml athanolische LHPO- 
Losung (0,08 mMol) wurden in 50 ml 0,05M Sorensen-Phosphatpuffer p H  7,0 emulgiert und mit 
400 nig AP.-Protein 30 Min. bei 10" inkubiert. Die Losung wurde mit 2~ HC1 auf pH 2-3 ange- 
sauert und nach Zugabe von etwa 5 ml Athanol drcimal mit je 50 ml Ather extrahiert. Nach dem 
Waschcn mit Wasscr wurde uber Na,SO, sicc. getrocknct, filtriert und im Vakuum auf 2-3 ml 
cingeengt. 

Parallelvcrsuchc wurden mit eincm Hitzc-inaktivicrten Enzympraparat (20 Min. in siedendem 
Athanol) uncl ohnc Zusatz von Hafer-Enzym durchgcfuhrt. 

Analytik der lieaktionsprodukte. Dunnschichtchromatographic (DC.) und praparativc Schicht- 
chromatographic (PSC.). 

Die DC. und PSC. wurden nach der Arbeitsmethode von Stahl[30] ausgefuhrt. Die Trennun- 
gen erfolgten in ciner S-Kammer, bei der die Rahmenplatte mit Kieselgel G + lo/, Starke be- 
schichtet war. 

U C .  der Soja-Lipoxygenuse-Reaktionsprodzlkte. Sorptionsschicht : Kicsclgcl GF,,(. Fliessmittel : 
Pentan+ Diathylather+ Eisessig 60+40+  1. Linolsaure: hRf 65; LHPO: hRf 46; Nebenpro- 
dukte:  hKf 36, 30, 14, Start. 

Nachweisc : a) Fluoreszenzloschung ; b) Rosafarbung nach Anspruhen init N, N-Dimethyl-p- 
phcnylendiaminlosung (0,l-proz. in CHCl,+ Eisessig+ Wasscr 50 + 50 + 10). 

1Jnter gleichen Versuchsbedingungen wurden die LHPO nach zweimaliger PSC. (Kieselgel 
PF,,,, 1 mm) frei von Linolsaure erhalten. 

DC. dev dnrch Hafer-Enzym gebildeten Reaktionsprodukte. Sorptionsschicht : Kieselgel GF,,,. 
Fliessmittel: Pentan + Diathylather + Eiscssig 60 + 40 + 1. LHPO: hRf 46; 13-Hydroxy-octa- 
decadiensaure : hRf 36 ; 9-Hydroxy-octadecadiensaure : hRf 30. 

Wdchweise : a) Fluoreszenzloschung ; b) Anspriihen mit 50-proz. H,SO, und Verkohlung. 
Die I'SC. erfolgte unter denselben Bedingungen mit Kieselgel PF,,, (1 mm). 
DC. der Hydroxy-octadecadiensaure-methylester. Sorptionsschicht : Kieselgel GF,,,. Fliessmit- 

tel : Diathylather + Pentan 60 + 40. 13-Hydroxy-octadecadiensaurc-mcthylester : hRf 72 ; 9-Hy- 
droxy-octadecadiensaure-methylester : hRf 68. 

Nachweisc : a) Fluoreszenzloschung ; b) Anspruhen mit 50-prOz. H,SO, und Verkohlung. 
Unter gleichen Bedingungen erfolgte die PSC. mit Kieselgel PFtS4 (1 mm). 
EX. der Hy~roxy-steari~zsiiure-methylester. Sorptionsschicht : Kieselgel G. Fliessmittel : Diathyl- 

ather + I'entan 60 + 40. 13-Hydroxy-stearinsaure-methylester : hRf 67 ; 9-Hydroxy-stearinsaure- 
niethylester: hRf 62. 

Nachweise : Anspruhen mit 50-proz. H,SO, und Verkohlung. 
Die Kontrolle der katalytischen Hydrierung (s. u.) wurdc mit Kieselgcl G + 5% AgNO, unter 

obigen Bedingungen durchgefuhrt. 
LiBH,-Reduktion der L H P O .  Die nach I hergestellten LHPO wurden io Ather aufgenommen 

und die Losung bis zur Beendigung der Gascntwicklung rnit LiBH, versetzt. Nach 20 Min. Stehen 

176 
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bei Zimmertemperatur wurde angesauert. Die organische Phase wurde abgetrennt, mit Wasser 
gewaschcn, nachextrahiert und eingeengt. 

Methylierung mit Diazomethan. Zu einer atherischen Losung von etwa 1 mMol (N-p-Tolyl- 
sulfony1)-N-methyl-nitrosaniid in etwa 10 ml Ather wurde unter Kuhlung 10-proz. alkoholische 
KOH getropft. Das entstandene CH,N2 wurde mittels cines N2-Stroms in das Reaktionsgefass 
eingeleitet. 

Katalytische Hydrierung. Die Hydroxy-octadccadiensaure-methylester wurden in jeweils 2 nil 
Athanol gelost und unter Wasserstoff mit 10 mg PtO, als Katalysator in einer Mikroapparatur bis 
zur Beendigung der Wasserstoffaufnahrne geschuttelt. 

Oxydation nzit CrO, in Eisessig. Die Hydroxystearinsaure-niethylester wurden jeweils in 1 ml 
Eiscssig aufgenommen und zu 1 in1 96-proz. CH,COOH (3,4 mg CrO, enthaltend) zugegeben. Nach 
30 Min. bei 37“ wurde mit Methanol versetzt, ausgeathert, mit Wasser gewaschen, die organische 
Phase abgetrennt und getrocknet. 

Gas-Chromatographie und Massenspektrornetrie : Uurchfuhrung wie in [l]  angegeben. 
Messung radioaktiver Proben. Zur Autoradiographie wurden die nach der Entwicklung ge- 

trockneten DC.-Platten direkt mit AGFA -Rontgen-Papicr bedeckt und im Dunkeln 6 Tage expo- 
niert. Danach wurde entwickelt und fixiert. 

Zur Aktivitatsmessung wurde der Diinnschichtscanner LB 2721 der Fa. Berthold, Wildbad, be- 
nutzt. Messbedingungen: Hochspannung 2,s kV; Helipot : 7,0; Untere Kanalschwelle: 4,O kV; 
Verstarkung : 10; Messung integrierend; Papiervorschub : 600 mm/h. 

Das Untersuchungsmaterial wurde uns dankenswerterweise von der Fa. KnwV, Heilbronn, 
zur Verfugung gestellt. 

Herrn Prof. Dr. W.  H .  la l len t ,  Northern Rcgional Research Laboratory, Peoria, Illinois, dan- 
kcn wir fur die freundliche uberlassung einer authentischen Vergleichsprobe Coriolinsaure-methyl- 
ester. - Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fur die uberlassung eines Zeiss-Spek- 
tralphotometers PMQ I1 und dem Forschungskreis der Ernahrungsindustrit! sowie der A I F  fur die 
Unterstutzung der Arbeiten. 
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302. ifber das Lipoxygenase-a Lipoperoxidase ))-System 
in Cerealien : 

11. Charakterisierung des Hydroperoxide-abbauenden Enzymsl) 
von P. Schreier und W. Heimann 

fnstitut fur Lebensmittelchemie der Universitat Karlsruhe 

(10. IX. 71) 

Zusanzmenfassung. Durch an Hafer mit eineni Ammoniumsulfatpraparat ausgeiuhrtcn Unter- 
suchungen wird bestatigt, dass am enzymatischen Linolsaurehydroperoxid (LHP0)-Abbau eine 
Peroxidase beteiligt ist, welche die Bildung von Hydroxy-cis-trans-dienfettsauren aus LHPO 
katalysiert. Dabei fungieren die aus der H,O,-Peroxidase-Katalyse bekannten Verbindungen als 
Wasserstoffdonatoren. Durch Messungen mit p-Phenylendiamin-dihydrochlorid als Wasserstoff- 
donator werden die ftir das Enzym charakteristischen Eigenschaften ermittelt. 

Unsere bisherigen Ergebnisse [l] fugen sich zwanglos in die von Rothe u. Mitarb. 
forruulierten Vorstellungen [Z] uber das Prinzip der enzymatischen Veranderungen 

I Getreidefett 

Luftsauerstoff Luftsauerstoff Lipase 
Lipoxydase Licht Feuchtigkeit 
Feuchtigkeit Oberflache I 

Antioxidantien 
Peroxidase 

L 
Ternperatur Feuchtigkeit 

I 

Ranzige Produkte 
(Carbonylverbindungen) (Poiymerisationsprodukte) 

I I J 

Fig. 1. Wege der Fettveranderungen in Getreideprodukten (nach Rothe u. Mitarb. [ Z ] )  

l) I. Mitteilung s. [l] 




