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37. Uber den enzymatischen Hydroperoxidabbau in Cerealien
Enzymcharakterisierung und Reaktionsprodukte

von W,Heimann und P.Dresen

Institut fiir Lebensmittelchemie der Universitit Karlsruhe

(27. X.72)

Zusammenfassung. Durch Haferenzymextrakte erfolgt bei Linolsiurchydroperoxiden (LHPO)
sowohl ein Abbau der Hydroperoxidgruppe als auch der Dienstruktur. Die Umsetzung der Hydro-
peroxide verlduft cnzymatisch (Isomerase) und fithrt nach Hydrolyse zur Bildung von 9,12,13-
Trihydroxy-trans-10-octadecensidure und 9,10,13-Trihydroxy-frans-11-octadecensiurc.

Das in Hafer wie auch in anderen Cerealien vorkommende Enzym Lipoxygenase
(E.C. 1.13.1.13) katalysiert die Bildung von optisch aktiven Dienhydroperoxiden
aus ungesittigten cis-1-cis-4-Pentadiensystemen [1, 2]. Bisher konnten jedoch nach
Inkubation von Linolsiure mit Haferenzym-Rohextrakten keine Linolsiurehydro-
peroxide (LHPO) isoliert werden, da diese sofort durch Abbaureaktionen umgesetzt
werden {3].

Die vorliegende Untersuchung soll im speziellen zeigen, ob enzymatisch gebildete
Linolsiurehydroperoxide durch Haferenzyme sowohl an der Hydroperoxidgruppe
als auch an der Dienstruktur verdndert werden.

Von Balls et al. wurde bereits 1943 festgestellt, dass in Soja-Lipoxygenaseprédpa-
raten ein Hydroperoxid abbauender Faktor vorhanden ist [4]. Blain & Barr vermu-
teten in diesem Faktor ein Enzym, da er hitzelabil und nicht dialysierbar war. Der
damals beobachtete Peroxidabbau war von keiner Anderung der Dienstruktur be-
gleitet [5]. Heimann & Schreier stellten bei Hafer fest, dass durch Lipoperoxidasen
ein LHPO-Abbau zu Monohydroxysduren unter Erhaltung der Dienstruktur er-
folgt [6]. Zimmermann fand bei Leinsamen und Gardner bei Mais eine LHPO-Iso-
merase, die aus Linolsdurehydroperoxiden die Bildung von einfach ungesittigten
Hydroxyketosduren katalysiert [7, 8). Graveland et al. berichtete iiber LHPO-Iso-
merasen in Gerste, die die Bildung von zwei isomeren a-Hydroxyketosduren, zwei
y-Hydroxyketosduren und zwei Dihydroxysauren katalysieren [9].

Charakterisierung des LH PO-abbauenden Haferenzyms. Zum Nachweis des LHPO-
abbauenden Faktors wurden Haferenzymextrakte mit LHPO (9-Hydroperoxy-
trans-10-cis-12- octadecadiensidure ~ 309%, und 13-Hydroperoxy-cis-9-trans-11-octade-
cadiensiure ~ 709%,) versetzt und die Extinktionsdnderung im Dienabsorptions-
bereich (bei 234 nm) verfolgt. Es fand eine rasche Extinktionsabnahme statt.
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Ebenso wurden die LHPO auf einen Abbau der Hydroperoxidgruppe nach der
Fe++/NH,SCN Methode getestet [10]. Es wurde hierzu ein durch (NH,),50,-Fillung
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Fig. 1. I.H PO-Abbau dev Dienabsorption bei 234 nm. Durchfithrung mit 3,3 x 10-% Mol/l LHPO;
0,2 ml Enzymldsung {Sephadcx G-150 Filtrat Fr. Nr. 46) zu 3 ml Phosphatpuffer pH 5,5

und Gelfiltration (Sephadex G-150) gereinigter Enzymextrakt (Abwesenheit von
freien, niedermolekularen H-Donatoren), der hohe Dienabbauaktivitit zeigte, ein-
gesetzt. Dabei konnte auch ein deutlicher Abbau an Hydroperoxidgruppen festge-
stellt werden.
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Fig. 2. Proteinkurve und Aktivitdtsverteilung von Hafevenzymen bei dev Gelchvomatogvaphie
(Sephadex G-150)
Proteinkurve: LHPO-Isomerase: ~ A— A— A~
Katalasc: —0-0—-0—; H,0,-Peroxidase: —-@-@-@—

Zur Charakterisierung der Enzymnatur des Abbaufaktors wurden Hitzeinakti-
vierungsversuche, Inhibierungsversuche mit KCN, Na,S und p-Phenylendiamin-
HC1 durchgefiihrt. Ausserdem wurde die Abhidngigkeit der Dienabbauaktivitit von
der Enzym- und LHPO-Konzentration und dem pH festgestellt:
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Die Hitzeinaktivierungsversuche ergaben ab 70° eine deutliche Abnahme der
Aktivitdt. Eine Totalinaktivierung trat nach 6 Min. Erhitzen auf 90° ein,

Die KCN-Inhibierungsversuche ergaben eine 50proz. Inhibierung bei 1 x10-3 u,
d. h. das Enzym ist erheblich Cyanid-unempfindlicher als H,0,-Peroxidase (H,0,-
Peroxidase: 110-% M) [11]. Die Sulfidhemmbarkeit (50proz. Inhibierung) liegt bei
1,8 108 m. Eine voéllige Inhibierung der Abbaureaktion wird bei 3 x10-* m p-Phe-
nylendiamin-HC] erreicht.

Die Abbauaktivitit zeigte im schwach sauren Bereich (pH 5,5) ein Maximum. Ab
pH 8 war nur noch eine geringe Aktivitit vorhanden.

Maximale Abbauaktivitit wurde bei einer Konzentration von 4-7 x10-5 m LHPO
erreicht. Bei hoheren Konzentrationen an LHPO wurde die Reaktion zunehmend
inhibiert.
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Fig. 3. Dienabbauaktivitit in Abhingigheit von dev LH PO-Konzentrvation (0,1 ml Rohextrakt;
Eozanm).

Die Dienabbauaktivitdt war direkt proportional der zugesetzten Enzymmenge.
Jedoch fand auch in gereinigten Enzympriparaten (Gelfiltration) mit hoher Aktivi-
tit ab einer bestimmten Proteinkonzentration in der Probe eine zunehmende Reak-
tionshemmung statt (50proz. Hemmung bei 0,7 mg Protein/ml; Protein aus Fr.
Nr. 52 Sephadex G-150 Filtrat). Die Inhibierung der Reaktion ist vermutlich auf
einen in der Proteinlosung befindlichen Inhibitor zurtickzufithren. Mit dieser Frage
sind wir weiter befasst.

Gewinnung und Analyse der Reaktionsprodukte. Zur Vermeidung von Inhibierungsreaktionen
wurden 50 ml Enzymlosung (Gelfiltrat aus I'r. Nr. 45-60) mit 250 ml Phosphatpuffer pH 5,5 ver-
diinnt und langsam tropfenweise mit 0,05 mMol LHPO (in 3 ml Athanol) versetzt. Nach 30 Min.
wurdc mit 2~ HCI auf pH 2 angesiuert und die Lésung mit peroxidfreiem Ather ausgeschiittelt.
Zur analytischen DC. der Reaktionsprodukte auf Kieselgel G war die Mischung Ather/Athanol/
Eiscssig 96:3:1 (v/v/v) am besten geeignet (Fliessmittcl 1). Zur pridparativen Trennung die
Mischung Ather/Athanol/Eisessig 98:1:1 (v/v/v) (Fliessmittel 2). Ausserdem wurden die Realk-
tionsprodukte mit dem Laufmittel Benzol/Ather/Athanol/Eisessig 50:40:2:0,2 (v/v) nach Free-
man & West [12] getrennt (Fliessmittel 3). Die Platten wurden anschliessend mit 50proz. H,SO,
bespritht und bei 150° im Trockenschrank 10 Min. erhitzt. '

Neben der LHPO-Haferenzyminkubation wurden 50 mg Linolsdure direkt mit 15 g entfette-
tem Haferschrot in 150 ml Phosphatpuffer pH 7,0 unter Sauersto{{belaftung 1 Std. lang geriihrt.
Die Reaktionsprodukte wurden in gleicher Weise extrahiert und diinnschichtchromatographisch
getrennt.
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Fig. 4. Diinnschichtchromatogramm deyv enzymatisch gebildeten Umsetzungsprodukte
A: Linolsdure-Hafer B: LHPO-Haferenzympriparat
Ather/Athanol/Eisessig 96:3:1 (v/v)

Fliessmittel 1: Substanz la besteht aus nicht nidher untersuchten Carbonylverbindungen
zusammen mit wenig nicht abgetrennten 13- und 9-Hydroxy-cis, trans-octadecadiensiuren (Hei-
mann & Schreiev [3]); Substanz 1b besteht aus nicht umgesetzten LHPO; Substanz 2 (Rf 0,87)
ist nur in Spuren vorhanden; Substanz 3 (Rf 0,39) stellt das Hauptumsetzungsprodukt dar;
Substanz 4 (Rf 0,29) tritt ausschliesslich bei der enzymatischen LHPO-Inkubation und nur in
geringer Menge auf. Sie besitzt keine Dienstruktur und ist vermutlich ein Artefakt.

Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurde der LHPO-Abbau mit [1C]-markierter LHPO
durchgefithrt. Durch radiometrische Auswertung der DC. konnte bestdtigt werden, dass die
Substanzen 2—4 Umsetzungsprodukte der LHPO darstellen.

Das Hauptumsetzungsprodukt 3 (Rf 0,39) wurde durch Aufnahme der UV.-, IR.-, NMR.- und
Massenspektren als das Isomerengemisch der 9,12,13-Trihydroxy-trans-10-octadecensdure und
9,10,13-Trihydroxy-trans-11-octadeccnsaure identifiziert.

Versuche, das Isomerengemisch diinnschichtchromatographisch zu trennen, fithrten nicht
zum Ziel.
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Fig. 5. ITR.-Spektrum der 9,12,13-trans-10-octadecensdure-methylester und 9,10,13-Trihydroxy-
trans-77-octadecensdure-methylester

Die in Spuren vorhandene Substanz 2 (Rf 0,87) konnte noch nicht sicher identifiziert werden.
Es handelt sich jedoch wahrscheinlich um das lsomerengemisch der 9-Hydroxy-cis-12,13-epoxy-
trans-10-octadecensiure und cis-9,10-Epoxy-13-hydroxy-trans-11-octadecensiure.

Von Graveland wurde die Bildung dieser Siuren bei der Oxydation von Linolsiure in Weizen-
mehlteig, d. h. im wasserarmen Medium festgestellt. Er fand, dass im wasserigen Medium (wés-
serige Weizenmehlsuspensionen) die Hydroxy-epoxysduren vollig zu den entsprechenden Tri-
hydroxysduren hydrolysiert werden [13].



467

HevLveTrica CHiMICA AcTA — Vol. 56, Fasc. 1 (1973) — Nr. 37

HOOD

9 ‘814
mm_v mm_v mﬁ_u
HOOD—*(*HD)—HO—HO—HO=HO—HO—"HI)—*HD
3
ﬁ osA10IpAH
(2 \O/ mﬁ_v V(e €
HOOO—*(*H))—HO—HDO—HO=HO—HO—"(HI)—*HD HO0O—
2 3

™
N

HO
0 9SEBISWOS]

—CHO)—HO=HO—HD=HO—HO—"(*HO)—*HD
2 1

asepixoradodrT
H.mOm_v

HO0D—*CHD)—HI=HO—~HO=—HO—HO—"(*H2)—"HD HOO0O—
jod 1

o~

|

%) + aseuogAxodr|

HOOO—*(*HO)—HI=HI—*HI—HO=HO—"(H
2 k)

HY He Ho

HOO0O—(® movlmulmo HO—HO—HO—"(HI)—*HD

*

|

|

HO

/O~

movlmulmo HO—HO—~HO— Y¢H0)—*HO

HOOD—

H.mOO

9
tFHD)—HO—HO= mul 2=HO—"(HD)—*

.

aseprxotedodry

Q210) Imulmo HO—HO=HO— Y- HO

2)—*HD

HO



468 Herverica CHmmica Acta — Vol 56, Fasc. 1 (1973) — Nr. 37

Unter Beriicksichtigung dieser Feststellung kann nun cin erweitertes Reaktionsschema iber
die enzymatische Bildung und den enzymatischen Abbau der Linolsiurehydroperoxide in wisse-
rigen Haferenzymlosungen aufgestellt werden:

Die Abbauprodukte und die Enzymnatur des Abbaufaktors zeigen, dass die LHPO-Umset-
zung durch eine Isomerasc katalysiert wird. Der Abbau kann somit sowohl durch eine Lipo-
peroxidase unter Erhaltung der Dienstruktur zu Monohydroxysiduren erfolgen [6], als auch durch
cine Isomerase zu Hydroxy-epoxysiuren, wobei letztere sofort weiter zu den entsprechenden
Trihydroxysauren hydrolysiert werden.

Experimentelles

Allgemeines. Als Versuchsmaterial diente unpraparierter entspelzter Schweden-Hafer.

Die Aktivititen wurden mit dem Zeiss-Spektralphotometer PMQ II mit Schreiber Vitatron
UR 400 bestimmt. Protein wurde nach Beisenhers ef al. [14] bestimmt. |

Heyrstellung der Enzympriparate. 125 g mit Aceton kalt entfettetes Haferschrot wurde in 625 ml
0,1M Sorensen-Phosphatpuffer pH 7,0 suspendiert und 5 Std. bei 0-5° gerithrt. Nach Klarzentri-
fugation (30 Min. bei 20000 x g) wurde aus dem Rohextrakt durch Ammoniumsulfat mit 25-50-
proz. Sittigung eine Proteinfraktion gefillt, die mit 20000 x g 30 Min. bei 5° zentrifugiert wurde.
Der Niederschlag wurde in 75 ml eiskaltem 0,1m Phosphatpuffcr pH 7,0 aufgenommen und die
Ldsung mit 20000 x g bei 5° klarzentrifugiert.

Zur Gelchromatographie wurde dic Proteinlosung auf eine 90 x 5 cm Sephadex G-150 Siule
aufgegeben. Durchflussgeschwindigkeit: 45 ml/Std.; Temperatur: 4°; Elution: 0,1m Sérensen-
Phosphatpuffer pH 7,0; 10 ml Fraktionen.

Isomevaseaktivitdt, 1 mU entspricht einer Extinktionsabnahme bei 234 nm von 0,001/Min,
in einer 3,3x 10~y LHPO-Lésung. In eine 1-cm-Quarzkiivette werden pipettiert: x ml Enzym-
losung zu 3 ml 0,1m Phosphatpuffer pH 5,5. Die Reaktion wird durch Zugabe einer d4thanolischen
LHPO-Losung gestartct und mit einem Schreiber 2 Min. lang verfolgt.

Katalaseaktivitit. Durch Messung der Extinktionsabnahme bei 240 nm in einer 12,5x 103 um
H,0,-Losung. (H,0, in 0,1m Phosphatpufferlosung pH 7,0) 25°; &5,y = 43,6 cm?/mMol; 1 U be-
dcutet Spaltung von 1 uMol H,yO,/Min. [15].

H,0,- Pevoxidaseaktivitit. Die Messung wurde mit p-Phenylendiamin-HCl nach Westphal
durchgefiihrt, 94 = 5,5 c?/uMol [16].

Inhibierungsversuche. Messungen nach Zusatz von KCN, Na,S und p-Phenylendiamin ohne
Priainkubation.

Hitzeinaktivierung. Die Enzymloésung wurde auf 70°, 80°, 90° und 100° jeweils 2, 6, 12 und
20 Min. lang erhitzt, dann sofort gekiihlt, cvtl. filtriert und die Restaktivitit wie oben bestimmt.

Linolsaurehydroperoxide (LH PO). Enzymatische Herstellung (Soja-Lipoxygenase) von 9-Hy-
droperoxy-trans-10-cis-12-octadecadiensdure (~ 30%,) und 13-Hydroperoxy-cis-9-frans-11-octa-
decadiensidure (~ 70%) [11]. Zweifache chromatographische Reinigung; Priparative DC. auf
Kieselgel-PF,;,; Fliessmittel: Pentan/Ather/Eisessig 60:40:1 (v/v). Die 14C-LHPO wurden analog
unter Einsatz von 25 uCi (U)-**C CFB40 Linolsiure (Radiochemical Centre Amersham) hergestellt.

Messung radioaktiver Proben. Zur Aktivititsmessung wurde der Diinnschichtscanner LB 2721
der Fa. Berthold, Wildbad, benutzt.

Analytische DC. Sorptionsschicht Kieselgel-G 0,1 mm; Fliessmittel 1: Ather/Athanol/Eis-
essig 96:3:1 {v/v); Flicssmittel 3: Benzol/Ather/Athanol/Eisessig 50:40:2:0,2 (v/v).

Praparative DC. Sorptionsschicht Kiesclgel-PF,;, und Kieselgel-H 0,5-1,0 mm. Flicssmittel 2:
Ather/Athanol/Eisessig 98:1:1 (v/v).

Bestimmung des Hydvoperoxidgruppenabbaus. Aus dem Enzym-LHPO-Inkubationsansatz
wurden zu bestimmten Zeiten Proben entnommen und der Hydroperoxidgehalt durch die Fet+/
NH,SCN-Methode bestimmt [10].

UV.-Spektrum. Substanz 3 (Rf 0,39), kein Maximum im Dienabsorptionsbereich.

IR.-Spektrum. Substanz 3 wurde mit Diazomethan methylicrt. KBr-Pressling. Geradt Perkin
Elmer 257. Bei 3550 cm—? scharfes Absorptionsmaximum (OH in starker intramolekularer H-
Briicke). 3360 cm™! (OH-Valenzschwingung). 975 cm~! (—CH=CH—, trans).

NMR.- Protonenspektrum. Das NMR.-Spektrum der methylicrten Substanz 3, gelost in DCCl,
99,59%,, wurde mit einem 90-MHz-Spektrometer der ¥a. Bruker-Physik AG, Forchheim, aufge-
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nommen. Innerer Standard TMS. Es wurden folgende Signale erhalten: Triplett bei § 0,9 ppm

(3H; CHy—); Pik bei 1,3 ppm (2H; —(CH,)—); Pik bei 1,4 ppm (2H; —CH,—CHOH); Multiplett

zwischen 2-2,4 ppm (2H; —CH,—C=C— und —CH,—CQOOCH,) ; breciter Pik zwischen 3,2-3,6 ppm
OIH (IDH

(1H; H—COH); breiter Pik zwischen 3,7-4,2 ppm (2H; H—C—C—H); Singulett bei 3,6 ppm (3H;

—O0O—CH,); Multiplett bei 5,7 ppm (2H; HC=CH) [18] [19].

Massenspektrum. Substanz 3 wurde methyliert und mit Bis-trimethylsilylacetamid silyliert.
Das Spektrum wurde mit einem einfach fokussierten Spektrometer Hitachi-Perkin Elmer Typ
RMU 6 aufgenommen; 70 eV ; es traten die charakteristischen TMS-Pike bei 73, 75, 103, 147 auf.
Weitere charakteristische Pike bei 155, 173, 259, 301, 439 und 460 (CyyH ;30,51;-100 (Hexanal))
[177 [13].

Herrn Dr. Benjamins, Bruker-Physik, Forchheim, danken wir bestens fiir die Aufnahme der
NMR.-Protonenspektren. Der Fa. Knorr, Heilbronn, danken wir fir die Uberlassung des Unter-
suchungsmaterials sowic dem Forschungskveis dev Eyndhvungsindustrie und der AIF f{ir die
finanzielle Unterstiitzung der Arbeiten.
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