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yielding benzophenone was observed, which is best explained by a retro-pinacol
reaction as shown in Scheme 3.
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The acid-catalyzed retro-aldol cleavage postulated in the last step has also been
found to be a common feature in the chemistry of ethyl phenylglycerates {2].

A detailed mechanistic study of the above reactions will be performed with
specifically labelled precursors.

J. K. is grateful to the Departiment of Organic Chemistry, University of Geneva, for its
hospitality (1971-72).
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223. Uber das Lipoxygenase-«Lipoperoxidasen-System in Cerealien:
II1. Zur Kinetik des enzymatischen Abbaues von
Linolsdurehydroperoxiden?)
von W. Heimann, F. Reinartz und P. Schreier

[nstitut fiir Lebensmittelchemie der Universitidt Karlsruhe

(10. VIT. 72)

Zusammenfassung. Durch Untersuchung der Kinetik der Peroxidase-katalysierten Linolsdure-
hvdroperoxid (LHPO)-Abbaureaktion mit einem Hafer-Ammoniumsulfatpriparat wird gezeigt,
dass cs sich um eine bimolekulare Reaktion in zwei Ein-Elektron-Schritten des Peroxidase-
Hydroperoxid-Komplexes mit dem Wasserstoffdonator handelt. Der Nachweis wird durch die
Ubereinstimmung dcr Versuchswerte mit einer aus der Theorie der biniren Komplexbildung
abgeleiteten mathematischen Funktion erbracht.

Nachdem wir durch die Untersuchungen von Enzym-Reaktionen [1] und der
dabei gebildeten Umsetzungsprodukte (2] zeigen konnten, dass der Abbau von

1 IT1. Mitteilung: s. [1].
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Linolsdurehydroperoxiden (LHPO) in Hafer durch eine Peroxidase katalysiert wird,
haben wir nun den Mechanismus der Abbaureaktion durch den Nachweis kliren
koénnen, dass die Reaktion iibereinstimmend mit einer mathematischen Funktion
verliuft, die wir aus der Theorie der bindren Komplexbildung abgeleitet haben, aber
nicht mit der auf Grund einer terndren Komplexbildung abgeleiteten Funktion.

Hierzu wurden die Vorstellungen von Chance 3] fiir die bindre Komplexbildung
und die von Woolf [4] sowie Mann [5] fiir die terndre Komplexbildung herangezogen.

Unter Anwendung der Symbole 4 = Wasserstoff-Akzeptor, D = Wasserstoff-
Donator, E = freies Enzym, E, = Gesamtenzym liegen nach Chance fiir einen bindren
Komplex EA folgende Gleichgewichte vor:

ky k
E+ A~—>E4: EA+D<=—==E}A +D,
ke

Unter der Voraussetzung, dass die Umwandlung des im Enzym-Substrat-Komplex
gebundenen Substrats der langsamste und damit der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt (Konstante %) und die Riickreaktion zwischen Enzym und den Endprodukten
A’ und D’ vernachlissigbar ist (dargestellt als ~--, verifizierbar durch Messung aus-
schliesslich der Anfangsgeschwindigkeit v,), ergibt sich fiir d (E4)/d{ =0 als die Be-
dingung des stationdren Zustandes:

By (Ey— EA)- A —hky+EA—k-EA-D=0,

o) QL ——
+ (kg + k- D)y
Fir v, erhilt man:
R-Eq-A-D .
O Ay k- DYRy (1)

Setzt man 4 = D = x, so folgt:
dx k-Ey-x2
O T T wd (kb )y

Diese Differentialgleichung hat die allgemeine Form:

dx x2
Cdt btex’
wobel
Ry 1 1
= —————; = ;77— + ,
k- k- E, k- E, R E,

. . xo 1 1
integriert: b-ln— +c¢- — ) =1,

x x %y

%, = Anfangskonzentration von 4 und D.
Es ist also die Halbwertszeit ¢, =56-1n2 -+ ¢/x, .

Mit x, multipliziert:
KXo tyyg=12%-b-In24c. (11
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Trigt man in einem Diagramm %, - £/, gegen x, auf, so resultiert eine Gerade, die
nicht durch den Nullpunkt geht.
Aus Gleichung (I) ergibt sich fiir die Michaelis-Konstante Kp, und fiir vpax:

kBy+k-D ky k-D
K= i = + e bzw. vmax=Fk-Ey' D .
ks Vmax
Z fasst: Kpn=-5"+-— __.
usammengetass m ks - AN

K und vmax hdangen also hier linear von der D-Konzentration ab.

Bei der Peroxidase und Katalase ist (k- D) > &,, daher weichen K, und K; = &,/k,, die
Dissoziationskonstante der Enzym-Substratverbindung EA, fiur hohere D-Konzentrationen erheb-
lich voneinander ab. Hier gibt die Temperaturabhingigkeit von K, keinen Aufschluss iber die
Bildungswirme von E4, wie dies bei Reaktionen mit nur cinem Substrat der Fall ist, wo & < &,.
Jedoch ldsst sich Ky im Kpm—Upay- und im K,,—D-Diagramm ablesen, wenn man die Gerade
bis zur Ordinatenachse verlingert. Ausserdem muss 2 < %, sein, damit der Zerfall von E4, wie
angenommen, geschwindigkeitsbestimmend bleibt. Bestimmungen von einzelnen Geschwindig-
keitskonstanten sind von Slafer [6] und namentlich von Chance [3] ausgefithrt worden, aber dieses
Verfahren ist nicht generell anwendbar.

Die gleichen Uberlegungen kann man fiir einen terndren Komplex EAD anstellen.
Es gibt zwei Moglichkeiten:
1. Die « Vorfahrt» der Substrate 4 und D ist streng geregelt (ordered addition):

Schema:
ky
E+ A ——=EA4 oder E4+D—ED:
ko
ks
EFEA+ D —=EAD; ED+ A ——=FEAD;
ks
k
EAD —=E {+ A" +D"; EAD —E -+ A"+ D".

2. Die «Vorfahrt» bleibt dem Zufall {iberlassen (random addition):
Schema:
E+ A4 —=EA+D \\

EAD T—=FE+ A"+ D’.
=

E+D7T—=FED+ A

Beschrinken wir uns auf den einfachen Fall einer geregelten Vorfahrt (die zufillige
Vorfahrt ist komplizierter, fithrt aber zum gleichen Ergebnis), so lisst sich £4D aus
den Dauerzustands-Bedingungen d EA/d ¢ = 0 und d EAD/d ¢ = 0 berechnen:

By (Eg— EA — EAD)-A + ky- EAD — ky-EA —ky-EA-D =0
By-EA-D —ky-EAD — k- EAD =0.
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Aus den beiden Gleichungen ergibt sich:
Ry Eg- A

Ryt & By + k
e A b A
pop ATRCAT R

EAD = ~
ke -tk

Nimmt man wieder an, der Zerfall dieses Komplexes bestimme die Geschwindigkeit
der Gesamtreaktion, so folgt:

R-Ey-A-D 1
C Sy A pa e RtE R (D
ke + Th ok b,
Fir A =D = «x:
dx k- Ey- 22
L P Yy By k- hk
. -x+x2+—-— - - b . x
Ry ky ky ky
Diese Differentialgleichung ist von der allgemeinen Form:
dx x?
dt  a-2t+b-xtc’
1 ky+ & k 1 ky Ryt R 1
fg= —— 0 b= AL . L e 2T
wobel @ = ( b +kl) EE, TRk hE
Integriert:
%o 1 1 . .
a-(xg—2x)4-bIn - +ec-| — -} =1¢mit x, = Anfangskonzentration von A
% % EN
und D.
Fiir die Halbwertszeit:
a C . . ..
tyfe = 5 %o 4 b-1n 2+ o und, mit x, multipliziert:
0
a
xo-tl/2:~2-x5»+x0-b-ln2+c. (Tv)

Trigt man x, - f;/, gegen x, auf, so resultiert eine unsymmetrische Parabel, die nicht
durch den Nullpunkt des Koordinatensystems geht.

Die enzymatische LHPO-Abbaureaktion wurde mit einem durch Féllung mit
Ammoniumsulfat isolierten Priparat aus Hafer mittels der bereits beschriebenen
Methode mit p-Phenylendiamin-dihydrochlorid als H-Donator untersucht [1]. Nach
Umrechnung der A E/Min-Werte in gMol/Min-Umsatz wurden die jeweiligen Halb-
wertszeiten #,,, crrechnet. Beim Eintragen von x, gegen x,-f,;, in ein Diagramm
ergab sich eine nicht durch den Nullpunkt gehende Gerade (Fig. 1 und Tab. 1).
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Fig. 1. Nachweis dev bindven Komplexbildung bei dev enzymatischen LHPO-Abbaureaktion nach
Gleichung (11)

Tabelle 1. Daten zum Nachweis des enzymatischen Reaktionsmechanismus

Anfangskonz. Enzymaktivitit ¥y-50proz. Konz. ty/s %o ' ty/e
(A =D = x) [#Mol/ml -
[uMol/ml] [U/ml] [uMol/ml] [Min] Min - 10-3]
0,032 0,10 0,0162 0,162 5,18
0,065 0,37 0,0325 0,088 5,67
0,081 0,50 0,0405 0,080 6,40
0,162 1,62 0,081 0,050 8,10
0,324 4,1 0,162 0,04 12,96
0,486 7,2 0,243 0,034 16,38
0,648 10,0 0,324 0,032 20,99
0,810 13,2 0,405 0,031 24,87

3

Km
[mMol/I] °
2
)

A T T T

2 4 mMol
[D]
Yig. 2. Abhingigheit dev Michaelis- Konstante K, von dev Wassevstoff-Donator- Konzentvation [ D]
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Zum gleichen Ergebnis kamen wir bei Einsatz von Peroxidase aus Meerrettich
(Fa. Boehringer, Mannheim).

Hieraus folgt, dass die von uns untersuchten Peroxidase-katalysierten Abbau-
reaktionen entsprechend den Vorstellungen eines bimolekularen Reaktionsmecha-
nismus [3] verlaufen. Ein weiterer Hinweis ist die lineare Abhingigkeit der Michaelis-
Konstante vom Donator D (¥ig. 2).

Aus zwel verschiedenen, mit Hilfe der Ausgleichsrechnung bestimmten Kp-
Werten (vgl. Tab. 2) wurden berechnet:

Rfky = 0,527 ; holky=K; = 1,1-10~%; hylk =2,1-10-%.

Tab. 2. Eneymaktivitit in Abhdngigkeit von der LI PO-Konzenivation bei verschiedenen Donator-
Konzentyationen
A4:[D} =4-10"*Mol/l; B:[D] =4-10"3% Mol
Bestimmungsmethode: s. [1], Aktivititen einheitlich auf 90 ug Protein/Versuchsvolumen bezogen.

A B

LHPO [Mol/1) AE/Min LHPO [Mol/l] AE/Min
0,85 - 104 0,0255 0,8 - 104 0,027
1,7 -10-4 0,044 1,6 -10-% 0,053
3,4 1074 0,065 3,2-10-2 0,096
6,8 -10-% 0,083 6,4 104 0,172
8,5 -10-4 0,088 8,0+ 104 0,200
1,7 -10-3 0,100 1,6-10° 0,330
3,4 1073 0,111 3,2-10-0 0,500

Experimentelles. — Das Enzympriparat wurde wie in [1] beschrieben hergestellt.

Die enzymatischen Bestimmungen erfolgten im Zeiss-Spektralphotometer PMQ II mit
p-Phenylendiamin-dihydrochlorid und LHPO [1], wobei die Konzentrationen fiir LHPO und dem
Donator D gleich gross gewdhlt wurden (4 = D = x). Die im Bereich von 0,032-0,81 uMol/m]
erhaltenen AE{Min-Werte wurden in gMol/Min-Umsatz umgerechnet (Empfindlichkeit: 5,5 cm?/
#Mol; 1 U = die Enzymaktivitit, die 1 uMol/Min umsetzt?). Nach Errechnung der jeweiligen
Halbwertszeiten (Tab. 1) wurde #, gegen x; - #;, in cin Diagramm eingetragen.

Der Firma Knory, Heilbronn, danken wir fur dic Uberlassung des Untersuchungsmaterials,
dem Forschungskveis dev Evnihvungsindustrie und der A I'F fur die finanzielle Unterstiitzung der
Arbeit.
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2)  Dic Angabe in uMol Substratumsatz/Min ist nicht allgemeingiiltig, sondern nur fir das
angewandte Substrat zutreffend.





