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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 

A detailed mechanistic study of the above reactions will be performed with 
found to be a common feature in the chemistry of ethyl phenylglycerates [a]. 

specifically labelled precursors. 

J .  I<. is grateful t o  the Department of Organic Chemistry, University of Geneva, for its 
hospitality (1971 -72). 

RIBLIOC;llAI-’HY 

ClJ 5’. 1’. Singh 6r ,/. Krgnn, J. .-\mer. chern. Soc. 91, 6198 (1969). 
12) J .  Xagun., D. A .  Agdeppu, JY. Sr S. P.  Szngh, Helv. 55, 2252 (1972). 
[ 3 ~ /  D. Bethel & V .  GoEd, ‘Carbonium Ions, An Introduction’, Academic Press, New York N.Y., 

p. 217 (1967). 

223. fiber das Lipoxygenase-a Lipoperoxidase ))- System in Cerealien: 
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Linolsaurehydroperoxidenl) 
von W. Heimann, F. Reinartz und P. Schreier 
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~crsurn,izri~~ufassung. I h r c h  Untcrsuchung clcr liinctik dcr Peroxidase-katalysierten Linolsaure- 
hyrlropxoxid (LI-I1’(~))-.~bbaureaktion mit eineni I-iafer- Ammoniurnsulfatpraparat wird gazeigt, 
(lass es sich iini einc biinolekulare Reaktion in zwci Ein-Elektron-Schritten des Peroxidase- 
Hydroperoxid-Komplcxes mit dem Wasserstoffdonator handclt. Dcr Nachweis wird durch die 
Ubereinstimmung dcr Versuchswerte mit einer aus tier Theorie der binhrcn Komplexbildung 
abgelcitotcm mathernatischcn Funktion erbracht. 

Exlidern wir durch die Untersuchungcn von Enzym-Reaktionen [ 11 und der 
dabei gebildeten C‘nisetzungsprodukte i 21 zeigerl konnten, dass der Abbau VOII 

1) 11. Mittellung s. ill 
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Linolsaurehydroperoxiden (LHPO) in Hafer durch eine Peroxidase katalysiert wird, 
haben wir nun den Mechanismus der Abbaureaktion durch den Nacliweis klaren 
konnen, dass die Reaktion ubereinstimmend mit einer mat lieinatischen Funktion 
verlauft, die wir aus der Theorie der binaren Koniplexbildung abgeleitet haben, aber 
nicht mit der auf Grund einer ternaren Komplexbildung abgeleiteten Funktion. 

Hierzu wurden die Vorstellungen von Chame [3] fur die binare Komplexbildung 
und die von Woolf [4] sowie M a n n  [5] fur die ternare Komplexbildung herangezogen. 

Unter Anwendung der Symbole A = Wasserstoff-Akzeptor, D = Wasserstoff- 
Donator, E = Ereies Enzym, E ,  = Gesamtenzym liegen nach Chance fur einen biiaawii 
Kom$lex E A  folgende Gleichgewichte vor: 

kl k 
E + A e E A ;  E A + D F - E  I - A ' + D ' .  

k ,  
Unter der Voraussetzung, dass die Urnwandlung des im Enzym-Substrat-Kompleu 

gebundenen Substrats der langsamste und damit der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt (Konstante k )  und die Ruckreaktion zwischen Enzym und den Endprodukten 
A' und D' vernachlassigbar ist (dargestellt als ------, verifizierbar durcli Messung aus- 
schliesslich der Anfangsgeschwindigkeit vo), ergibt sich fur d (EA) /d t  = 0 als die Be- 
dingung des stationaren Zustandes: 

k , .  ( E o -  E A )  * A - K 2 .  E A  - k .  E A  * D =- 0 ,  

Fur 8, erhalt man : 
k *  E , . A . D  

v n  = A-t~,-trz.n)p, 
Setzt man A = D = x, 50 folgt : 

k * E,  . x 2  - - d X  v,=- ~~ 

d t  x + ( k , + h * > ) k , '  

Diese Differentialgleichung hat die allgemeine Form : 

x2 
- _ _  - - 

d x  
d t  b + c * x '  

- 

wobci 

integriert : 

x, = Anfangskorizentration von A und D .  

Es ist also die Halbwertszeit 

Mit x, multipliziert : 

t,I2 = b . In 2 -k c / x 0  . 

x, * tliz = xo b . In 2 + c . 
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Tragt mail in einem Diagranim x,, . & gegen xo auf, so resultiert eine Gerade, die 

Aus Gleichung (I) ergibt sich fur die Michaelis-Konstante Km und fur urnax: 
nicht durch den Nullpunkt geht. 

Zusammengefasst : 

K, und urnax hangen also hier linear von der D-Konzentration ab. 

Bei der Peroxidase und Katalasc ist ( k  . D) > k,, daher weichcn K, und K ,  = k,/k,, die 
IXssoziationskonstante der Enzym-Substratvcrbindung E A  , fur hohcre D-Konzentrationen erheb- 
Iich voneinander ab. Hier gibt die Temperaturabhangigkcit von Kim keinen Aufschluss iiber die 
Bildungswarnie von EA,  wie dies bei Beaktionen mit nur cinem Substrat der Fall ist, wo k < k,. 
Jedoch lasst sich K, im Km-umax- und im K,--D-Uiagranim ablesen, wenn man die Gerade 
bis zur Ordinatenachse verlangert. Ausserdem muss k < k ,  sein, damit der Zerfall von E A ,  wie 
angenommen, geschwindigkeitsbestimmend bleibt. Bestimmungen von einzelnen Geschwindig- 
keitsltonstanten sind von Sluter [6] und namentlich von Chance [3] ausgefiihrt mordcn, aber diescs 
Veri‘ahren ist nicht generell anwendbar. 

Die gleichen Uberlegungen kann man fur einen ternaren Komplex EAD anstellen. 

1. Die ((Vorfahrt)) der Substrate A und D ist streng geregelt (ordered addition): 
Es gibt zwei Moglichkeiten : 

Schema : 
k ,  

k2 
E + A e . E A  oder E + D e~ ED ; 

k3 

k4 
E A + D  S E A L ) ;  ED + A + EAD ; 

k 
EAD e. E + A’ + D’ ; EAD e- E + A‘ + D‘ . 

2. Die ctvorfahrt o bleibt dem Zufall uberlassen (random addition) : 

Schema : 
E + - 4  e E A + D  > E A D e - E + A ’ + D ’ .  
E + D e . E D + A /  

Beschranken wir uns auf den einfachen Fall einer geregelten Vorfahrt (die zufallige 
Vorfahrt ist komplizierter, fuhrt aber zum gleichen Ergebnis), so lasst sich EAD aus 
den Dauerzustands-Bedingungen d EA/d t = 0 und d EADld t = 0 berechnen : 

k ,  * (E ,  - E A  - EAD) . A + k ,  * EAD - k2 * E A  - k ,  

k3 .  E A  . D  - k, .  EAD - k .  EAD = 0 .  

E A  * D = 0 ; 
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Aus den beiden Gleichungen ergibt sich : 
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Nimmt man wieder an, der Zerfall dieses Kompleses bestimme die Gescliwindigkeit 
der Gesaintreaktion, so folgt : 

Fiir A 7 I )  - 2 :  

Diese Different ialgleichung ist von der allgemeincn Form 

a x  
d t  a . ~ ~ + b * x  t - c  ’ 

X2 
- -. - - _ _  

k ,  k ,  + Iz 1 
c = =  .~ 

1 
k ,  ” *  k * B, ’ k ,  I?, k * E ,  . 

wobei a = -- 1 ; b =  ( k 4 !  k. + 
k . E,, k3 

Integriert : 

n .  (x, - X) j b * In 

und D. 
Fur die Halbwertszeit : 

+ c (i - i,, 1 = 1 mit x,, = Anfangskonzentration von .4 XO 
x 

a c 
tliz = * x,, - 1  b . In 2 + und, mit x,, multipliziert : 

x0 

Tragt man x, . tl12 gegen xo auf, so resultiert eine zinsymmetrische I’arabel, die nicht 
durch den Null9scnkt des Koordinatemystems geht. 

Die enzymatische LHPO-Abbaureaktion wurde mit einem durch Fallung mit 
Ammoniumsulfat isolierten Praparat aus Hafer mittels der bereits beschriebenen 
Methode mit 9-I’henylendiamin-dihydrochlorid als H-Donator untersucht [l]. Nach 
Umrechnung der .4 E/Min-Werte in p Mol/Min-Umsatz wurden die jeweiligen Halb- 
wertszeiten t l / ,  csrrechnet. Reim Eintragen von x,, gegen x,, * tl/2 in ein Diagramm 
ergab sich eine nicht durch den Nullpunkt gehende Gerade (Fig. 1 urid Tab. 1). 
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3. 

Km 
[mMol/l] 

2 .  
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// 
, , 

, _-- 
0.2 0.4 0.6 0.8 Wlol/ml 

xo 

.\‘achwezs der binaren Iiomplexbildung bet dev enqwriatzschen LHPO-Abbaureakt ion nach Flg. 1 
GZezLhrmg (11)  

Tabclle 1. Llalen zunz ,Vachwezs des enzymatrschen Reaktzonsmrcha~izsnrzzls 

Anfangskonz. 

$ur/zol/mlj 
(.4 = D = x0) 

Enzymaktivitat 

[ U/ml] 

.vo-.50proz. Konz. 

[,uMol/tnl] 

0,032 
0,065 
0,081 
0,162 
0,324 
0,486 
0,648 
0,810 

0,10 
0,37 
0,50 
l ,h2  
4,1 
7 2  

10,o 
13,2 

0,0162 
0,0325 
0,0405 
0,081 
0,162 
0,243 
0,324 
0,405 

4 1 2  xo * t112 
[pMol/ml . 

0,162 5,18 
0,088 5,67 
0,080 6.40 
0,050 8,10 
0.04 12,96 
0,034 16,38 
0,032 20,99 
0,031 24,87 

[illin] Min . 
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Zum gleichen Ergebnis kamen wir bei Einsatz voii Peroxidase aus Meerretticli 
(Fa. Bochringer, 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 Abhangigkeit der Mzchaelzs- 
Konstante vom Donator D (Fig. 2). 

,4us zwei versc.liiedenen, mit Hilfe der Ausgleichsrechnung bestimmten K,- 
Werten (vgl. Tab. 2) wurden berechnet : 

k / k ,  = 0,527 ; k,/k, = K ,  = 1,l * ; k,/k = 2,1 . . 

Tab. 2. K~zzymakt iv i ta~t  in Abhiizzgigkcit 7101% der LlfPO-Koizzeiiivatiori bt,i verschiedeizeiz Doiiufoi.. 
Konzentvationan 

Bestiiiiiiiungsincthodt: : s.  [l], Aktivitaten einheitlich auf 90 pg Protcin/Versuchsvoluincn bczogcn. 
.1: [DI  = 4 . 10-4 ~ o i / i ;  B :  [ D ]  = 4 .10-3 mi!i 

h 
LHPO [NoI/l~ dE/Min 

B 
LHPO [Mol/l] AE/Min 

0,85. 0,0255 0,8 . 10-4 0,027 
1,7 . 0,044 1 , ~ .  10-4 0,053 
3,4 .10-4 0,065 3,2.  0,096 
6,s . 10W 0,083 6,4 . 10-4 0,172 
8,s . l o - &  0,088 8,o.  10-4 0,200 
1,7 . 0,100 1,6. 0,330 
3,4 . 10-3 0,111 3 , ~ .  10-3 0,500 - 

Experimentelles. - Das Enzympraparat wurde wie in [l]  beschrieben hergestellt. 
Die cnzymatischen Bcstimmungen erfolgten im Zeiss-Spcktralphotonieter PMQ I1 mit 

p-Phenylendiamin-dih ydrochlorid und LHPO [l], wobci die Konzentrationen fur LHPO und dem 
Donator D glcich gross gewahlt wurden ( A  = D = x). Die im Bereich von 0,032-0,81 pMol/ml 
erhaltcneri dE/Min-Werte wurden in ,uMol/Min-Unisatz urngerechnet (Empfindlichkeit : 5,5 cm2/ 
[~Mol; 1 U = die Enzymaktivitat, die 1 pMol/Min umsetzt2). Nach Errechnung der jcweiligen 
Halbwertszeiten (Tab. 1) wnrde xo gegen x, . tIl2 in cin niagramni eingetragen. 

Der l'irnia Knorr, Hcilbronn, dankcn wir fur dic uberlassung des T:ntersuchungsmatcrials, 
dem Fovschungskreis der Ernuhr~~ngsindustrir untl dcr A I F  fur die finanziellc Unterstiitzung der 
Arbeit. 
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Uic Xngabe i n  ,uMol Substratumsatz/Min ist nicht allgcmeingiiltig, sondern nur fur das 
angc\vanritc Substrat zutrcffcnd. 




