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37. uber den enzymatischen Hydroperoxidabbau in Cerealien 
Enzymcharakterisierung und Reaktionsprodukte 

von W, Heimann und P. Dresen 
Instrtut fur Lebensmittelcheinie der Universitat Karlsruhe 

(27. X. 72) 

Zusamwzewfnssung. Uurch Haferenzyinextrakte erfolgt bei Linolsaurchydroperoxiden (LHPO) 
soivohl ein hbbau der Ilydroperoxidgruppe als auch der Uienstruktur. Die Umsctzung dcr Hydro- 
peroxidc verlauft cnzyrnatisch (Isomerase) uncl fuhrt nach Hydrolysc zur Bildung von 9,12,13- 
Trihydroxy-trans-10-octadecensaurc und 9,10,13-Trihydroxy-frans-ll-octadecensaurc. 

Uas in Hafer wie auch in anderen Cerealien vorkommende Enzym Lipoxygcnase 
(E.C. 1.13.1.13) katalysiert die Bildung von optiscli aktiven Dienhydroperoxiden 
aus ungesattigten cis-1-cis-4-Pcntadiensystemen [l, 21. Bisher konnten jedoch nach 
Inkubatiori von Linolsaure mit Haferenzym-Rohextrakten keine Linolsaurehydro- 
peroxide (LHPO) isoliert werden, da diese sofort durch Abbaureaktionen umgesetzt 
werden [3]. 

Die vorliegende Untersuchung sol1 im speziellen zeigen, ob enzymatisch gebildete 
Linolsaurehydroperoxide durch Haferenzyme sowohl an der Hydroperoxidgruppe 
als auch an der Dienstruktur verandert werden. 

Von Balls et al. wurde bereits 1943 festgestellt, dass in Soj a-lipoxygenaseprapa- 
raten ein Hydroperoxid abbauender Faktor vorhanden ist (41. Blain & Burr vermu- 
teten in diesem Faktor ein Enzym, da er hitzelabil und nicht dialysierbar war. Der 
damals beobachtete Peroxidabbau war von keiner h d e r u n g  der Dienstruktur be- 
gleitet [5]. Heimann & Schreier stellten bei Hafer fest, dass durch Lipoperoxidasen 
ein LHPO-Abbau zu Monohydroxysauren unter Erhaltung der Dienstruktur er- 
folgt [6]. Zirnmermann fand bei Leiiisamen und Gardner bei Mais eine LHPO-Iso- 
merase, die aus Linolsaurehydroperoxiden die Bildung von einfach ungesattigten 
Hydroxyketosauren katalysiert [7, 81. Graveland et al. berichtete iiber LHPO-Iso- 
merasen in Gerste, die die Bildung von zwei isomeren a-Hydroxyketosauren, zwei 
y-Hydroxykctosauren und zwei Dihydroxysauren katalysieren [9]. 

Ckarakterisierung des LHPO-abbazcelzden Haferenzyms. Zum Nachweis des LHPO- 
abbauenden Faktors wurden Haferenzymextrakte mit LHPO (9-Hydroperoxy- 
trans-10-cis-12- octadecadiensaure - 30% und 13-Hydroperoxy-cis-9-trans-11-octade- 
cadiensaure - 70%) versetzt und die Extinktionsanderung im Dienabsorptions- 
bereich (bei 234 nm) verfolgt. Es fand eine rasche Extinktionsabnahme statt. 



464 HELVETIC4 CHIMICA ~ ~ C T A  - \‘01. 56, F a x .  1 (1973) - Nr. 37 

Ebenso wurden die LHPO auf einen Abbau der Hydroperoxidgruppe nach der 
Fe++/NH,SCN Methode getestet [I 01. Es wurde hierzu ein durch (NH,),SO,-Fallung 

Fig. 1. LFiPO-Abbau der Dzenabsorptton bea 234 lam. Tlurchfiihrung nut  3,3 x hIol/l LHPO; 
0,2 ml Enzynilosung (Sephadcx (;-150 Filtrat F r  Nr. 46) zu 3 ml Phosphatpuffer pH 5,5 

und Gelfiltration (Sephadex G-150) gereinigter Enzymextrakt (Abwesenheit von 
freien, niedermolekularen H-Donatoren), der hohe Dienabbauaktivitat zeigte, ein- 
gesetzt. Dabei konnte auch ein deutlicher Abbau an Hydroperoxidgruppen festge- 
stellt werden. 

Fra ktionsnummer 

Fig. 2. Proteinkurve und A ktivitiitsverteilung von Hufereiqzywaen bei der Gelchromatographie 
(Sephadex G-150) 

Protcinkurvc : - ; LHPO-Isomerase: - A- A- A-- 
Katalasc: -o-O-o-; H,O,-Pcroxidase: -0-0- 0- 

Zur Charakterisierung der Enzymnatur des hbbaufaktors wurden Hitzeinakti- 
vierungsversuche, Inhibierungsversuche mit KCN, Na,S und $-Phenylendiamin- 
HC1 durchgefuhrt. Ausserdem wurde die Abhangigkeit der Dienabbauaktivitat von 
der Enzym- und LHPO-Konzentration und dem pH iestgestellt : 
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Die Hitzeinaktivierungsversuche ergaben ab 70" eine deutliche Abnahme der 
Aktivitat. Eine Totalinaktivierung trat nach 6 Min. Erhitzen auf 90" ein. 

Die KCN-Inhibierungsversuche ergaben eine 50proz. Inhibierung bei 1 x M, 
d. 11. das Enzym ist erheblich Cyanid-unempfindlicher als H,O,-Peroxidase ( H,Oz- 
Peroxidase: 1 x M) 1111. Die Sulfidhemmbarkeit (50proz. Inhibierung) liegt bei 
1,8 x N fi-Phe- 
nylendiamin-HC1 erreicht. 

Die Abbauaktivitat zeigte im schwach sauren Bereicli (pH 5,5) ein Maximum. Ab 
pH 8 war nur noch eine geringe Aktivitat vorhanden. 

Maximale Abbauaktivitat wurde bei einer Konzentration von 4-7 x M LHPO 
erreicht. Bei hoheren Konzentrationen an LHPO wurde die Reaktion zunehmend 
inhibiert, 

M. Eine vollige Inhibierung der Abbaureaktion wird bei 3 x 

Fig. 3 .  Dienabbauaktivitat in Abhangigkeit von der  LHPO-Konzentratiolz (0,l ml Rohextrakt; 
E234 mn). 

Die Dienabbauaktivitat war direkt proportional der zugesetzten Enzymmenge. 
Jedoch fand auch in gereinigten Enzympraparaten (Gelfiltration) mit hoher Aktivi- 
tat 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 zuruckzufuhren. Mit dieser Frage 
sind wir weiter befasst. 

Gewinnung und Analyse der  Reaktionsprodukte. Zur Vermeidung von Inhibierungsreaktionen 
wurden 50 ml Enzymlosung (Gelfiltrat aus Fr. 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. 
wurde mit 2~ HC1 auf pH 2 angesauert und die Losung niit peroxidfreiem Ather ausgcschuttelt. 
Zur analytischen DC. der Reaktionsprodukte auf Kieselgel G war die Mischung Wther/Athanol/ 
Eiscssig 96 : 3 : 1 (v/v/v) am besten geeignet (Fliessmittcl 1). Zur praparativen Trennung die 
Mischung kher/Athanol/Eisessig 98 : 1 : 1 (v/v/v) (Fliessmittel 2 ) .  Ausserdem wurden die Reak- 
tionsprodukte mit dem Laufmittcl Benzol/bther/Athanol/Eisessig 50 : 40 : 2 : 0,2 (v/v) nach Free- 
m a n  & West  [12] getrennt (Fliessmittel 3). Die Ylatten wurden anschliessend rnit 50proz. ,H,SO, 
bespruht und bei 150' im Trockenschrank 10 Min. erhitzt. 

Ncben der LHPO-Haferenzyminkubation wurden 50 mg Linolsaure direkt mit 15 g entfette- 
tern Haferschrot in 150 ml Phosphatpuffer pH 7,0 unter Sauerstoffbeliiftung 1 Std. lang geruhrt. 
Die Keaktionsprodukte wurden in gleicher Weise extrahiert und diinnschichtchromatographisch 
getrennt. 

30 
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Fig. 4. D6innschichtchromatogravnm der enzymatisch gebildeten Umsetzungsprodcckte 

Ather/Athanol/Eisessig 96 : 3 : 1 (x-/v) 

A : Linolsaure-Hafer B : LHPO-I-Iaferenzympraparat 

I’liessniittcl 1 : Substanz 1 a bcsteht nus nicht natier untcrsuchten Carbonylverbintlungcn 
zusammen mit wenig nicht abgetrennten 13- und 9-Hydroxy-cis, trans-octadecadiensauren (Hei- 
wzann & Schrcier [3]) ; Substanz 1 b besteht aus nicht umgesetztcn LHPO; Substanz 2 (Rf 0,87) 
ist nur in Spuren vorhanden; Substanz 3 (Rf 0,39) stellt das Hauptumsetzungsprodukt dar; 
Substanz 4 (Kf 0,29) tritt  ausschliesslich bei dcr enzymatischen LHPO-Inkubation und nur in 
geringer Menge auf .  Sic besitzt keine Dienstruktur und ist vermutlich ein Artefakt. 

Zur Absicherung dicses Ergebnisscs wurdc der LHPO-Abbau mit [14C]-markierter LHPO 
durchgefuhrt. Durch racliometrische Auswertung cler DC. konnte bestatigt wcrden, dass die 
Substanzen 2-4 Umsetzungsprodukte der LHPO darstcllen. 

Das Hauptumsetzungsprodukt 3 (Rf 0,39) wurde durch Aufnahmc dcr UV.-, IR:, NMR.- und 
Massenspektren als das Isomerengemisch der 9,12,13-’~rihydroxp-fru~~s-l0-octadccensaure und 
9,10,13-Trihydroxy-trans-ll-octacIeccnsaure identifiziert. 

Versuche, das Isomcrcngemisch diinnschichtchromatographisch zu trennen, fuhrten nicht 
zum Ziel. 
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trans-1 I-octadecemaure-meth.ylester 
Fig. 5. IR.-Spektrum der 9,12, I3-trans-7O-octadecensiizlre-methy~ester und g,10,13-Trihydroxy- 

Die in Spuren vorhandene Substanz 2 (Rf 0,87) konnte noch nicht sicher identifiziert werden. 
Es handelt sich jedoch wahrscheinlich um das Isomercngemisch der 9-Hydroxy-cis-l2,13-epoxy- 
trans-10-octadccensaure und cis-9,lO-Epoxy-l3-hydroxy-trans-ll-octadecensaure. 

Von Graveland wurdc die Bildung dieser SBuren bci der Oxydation von Linolsaure in Weizen- 
mehltcig, d. h. im wasserarmen Medium festgcstellt. Er  fand, dass im masserigen Medium (was- 
serige Weizenmehlsuspensionen) die Hydroxy-epoxysauren vijllig zu den entsprechenden Tri- 
hydroxysauren hydrolysiert werden [13]. 
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Unter Beriicksichtigung dicser Feststellung kann nun ciu erweitertes Rcaktionsschema iiber 
die enzymatische Rildung und den cnzymatischcn .2bbau dcr Linolsaurehydroperoxide in wasse- 
rigen Haferenzymlosungen aufgestellt werden 

Die Abbauprodukte und die Enzyninatur des Abbaufaktors zeigen, dass die LHPO-Umset- 
zung durch eine Isomerase katalysiert wird. Der Abbau kann somit sowohl durch eine Lipo- 
peroxidase unter E.rhaltung der Dicnstruktur zu Monohydroxysauren erfolgen [6], als auch durch 
cine Isomerase zu Hydroxy-cpoxysauren, wobci letztcre sofort weiter zu den entsprcchenden 
Trihydroxysauren hydrolysicrt werden. 

Experimentelles 

Allgemeines. Als Vcrsuchsmaterial diente unpraparierter entspclz ter Schweden-Hafer. 
Die hktivitaten wurden rnit dem Zeiss-Spektralphotometer PMQ I1 mit Schreiber Vitatron 

U K  400 bestimmt. Protein wurde nach Beisenherz et ul. [14] bestimmt.. 
Herstellungder Enzympraparate. 125 g rnit Aceton kalt entfettctes Haferschrot wurdc in 625 ml 

0,l M Sdrensen-Phosphatpuffer pH 7,O suspendiert und 5 Std. bci 0-5' geriihrt. Nach Klarzentri- 
fugation (30 Min. bei 20000 x g) wurde aus dem Rohextrakt durch Arnmoiiiumsulfat mit 25-50- 
proz. Sattigung cine Proteinfraktion gefallt, die mit 20000 x g 30 Min. bci S' zentrifugiert wurde. 
Der Niederschlag wurde in 75 ml eiskaltem 0 , l ~  Phosphatpuffcr pH 7,0 aufgenommen und die 
Losung mit 20 000 x g bei 5" klarzentrifugiert. 

Z u r  Gelchromatographie wurde die Proteinlosung auf eine 90 x 5 cm Sephadex G-150 Saule 
aufgegrbzn. Durchflussgeschwindigkcit : 45 ml/Std. ; Teinperatur: 4"; Elution: 0,l iv Sorensen- 
Phosphatpuffer p H  7,O; 10 ml Fraktionen. 

Isomevaseaktivitat. 1 mU entspricht einer Extinktionsabnahme bei 234 nm von 0,00l/Min. 
in einer 3,3 x 10-601 LHPO-Losung. In  eine 1-cm-Quarzkiivette werden pipctticrt: x ml Enzym- 
losung zu 3 ml 0,livr Phosphatpuffcr pH 5,5. Die Rcaktion wird (lurch Zugabe einer athanolischen 
LHPO-Lijsung gestartct und rnit einem Schreiber 2 Min. lang verfolgt. 

M 

H,O,-LBsung. (H,O, in 0 , l ~  Phosphatpufferlosung pH 7,O) 25"; eZd0 := 43,6 cm2/mMol; 1 U be- 
dcutet Spaltung von 1 pMol H202/Min. 1151. 

H,O,- Peroxidaseaktivztut. Die hlessung wurde mit pPhenylcndiamin-HC1 nach Westphal 
durchgcfuhrt. cqgO = 5,5 cm2/pMol [16]. 

Iizhibierungsversuclze. Messungen nach Zusatz von KCN, Na,S und p-'Phenylendiamin ohne 
Prainkubation. 

Hitzeinaktivierung. Die Enzymlosung wurde auf 70'. 80", 90' und 100" jeweils 2, 6, 12 und 
20 Min. lang erhitzt, dann sofort gekuhlt, evtl. iiltriert und die licstaktivitat wie oben bestimmt. 

Linolsaurehydroperoxide (LHPO) . Enzymatische Herstellung ( Soja-Lipoxygenase) von 9-Hy- 
droperoxy-trans-10-cis-12-octadccad1ensaure (- 30%) und 13-Hydroperoxy-cis-9-t~ans-ll-octa- 
decadiensaure (- 70%) [ll]. Zweifachc chromatographische Rcinigung ; Praparative DC. auf 
Kieselgel-PF2',,,; Flicssmittel : Pentan/Ather/Eisessig 60 :40 : 1 (v/v). Die 14C-LHP0 wurden analog 
unter Einsatz von 25 pCi (U)-I4C CFB40 Linolsaure (Radiochcmical Centre Anzersham) hergestellt. 

Messung radioaktivev Proben. Zur Aktivitatsmessung wurde der Diinnschichtscanner LB 2721 
der Fa. Berthold, Wildhad, benutzt. 

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

Priiparative DC. Sorptionsschicht Kieselgel-PF,,4 und Iiieselgel-H 0,5-1,0 mm. Fliessmittel 2 : 
Ather/Athanol/Eisessig 98: 1 : 1 (v/v). 

Best immung des Hydroperoxidgruppenabbaus. Aus dem Enzym-LHPO-Inkubationsansatz 
wurden zu bestimmten Zeiten Proben entnommen und der Hydroperoxidgehalt durch die Fe++/ 
NH, SCN-hfethode bestimmt [lo]. 

, 

Katalaseaktivitiit. Durch Messung der Extinktionsabnahme bei 240 nm in ciner 12,5 x 

UV.-Spektrum.  Substanz 3 (Rf 0,39), kein Maximum im Dienabsorptionsbereich. 
IR.-Spektrum.  Substanz 3 wurde rnit Diazomethan methylicrt. KBr-Pressling. Gerat Perk in  

Elmer 257. Bci 3550 cm-l scharfes Absorptionsmaximuni ( 0 1 1  in starker intramolekularer H- 
Briickc). 3360 cm-l (OH-Valenzschwingung). 975 cm-l (-CH-CH--, trans). 

NiMR.-Protonens~ek trum.  Das NMR.-Spektrum der methylicrtcn Substanz 3, geliist in YCCl, 
99,5%, wurde mit einem 90-MHz-Spektrometer dcr Fa. Bruker- Physik  AG, Forchheim, aufge- 
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nommen. Innerer Standard TMS. Es wurden folgende Signale crhalten: Triplett bei 6 0,9 ppm 
(3H; CH,-); Pik bei 1,3ppm (2H; -(CH&-); Pik bei 1,4ppm (2H; -CH,-CHOH); Multiplett 
zwischen 2-2,4 ppm (2H; -CH2-C=C- und -CH,-COOCH,) ; brciter Pik zwischen 3,2-3.6 ppm 

(1 H; If-COH) ; breiter Pik zwischen 3,7-4,2 ppm (2 H; H-C-C-H) ; Singulett bei 3,6 ppm ( 3  H ; 
-0-CH,); Multiplett bei 5,7 pprn (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 (C2,H,O,Si,-100 (Hexanal)) 

Herrn Dr. Benjamins, Bruksr-Physik, Forchheim, danken wir bestens fur die Aufnahme der 
NMR.-Protonenspektren. Der Fa. Knorr, Heilbronn, danken wir fur die Uberlassung des Unter- 
suchungsmaterials sowic dem Forschungskreis der Ernahrungsindustrie und der A I F  fur die 
finanzielle Unterstutzung der Arbeiten. 

YH ?H 

~ 7 1  1131. 
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