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Enzymat i c  Carotene Dest ruct ion in  Peas, Soy Beans, W he a t  and  F lax  Seed. 

Summary. Extracts from peas, soy beans, wheat and flax seed were separated by gel or ion- 
exchange chromotography. The carotene-bleaching-activity was tested in the eluates: The lipoxy- 
genase isoenzymes with a ptt  optimum of 6,5 are very potent carotene oxidases if linoleic acid is 
present in the incubation medium. Such carotene oxidases occur in peas, soy beans and wheat. -- 
In contrast the alcatine lipoxygenase isoenzyme from soy beans, the hydroperoxide isomerase 
from flax seed and the peroxydases from wheat and soy beans are very poor carotene oxydases. 
The carotene-bleaching activity of the pH 6,5 lipoxygenases was inhibited by NDGA. During the 
test on carotene oxydases activity the carotene was not oxidized by the linoleic acid hydroperoxi- 
des. 

Zusammenfassung. Extrakte aus Erbsen, Sojabohnen, Weizen und Leinsamen wurden dureh 
Gel- oder Ionenaustauschchromatographie getrennt. Die Bestimmung der Carotin-Abbau-Aktivi- 
tat der Eluate ergab: Die Lipoxygenase-Isoenzyme mit einem pH-Optimum bei 6,5 sind sehr 
wirksame Carotinoxydasen, wenn Linolsaure im Incubationsansatz vorhanden ist. Solche Caro- 
tinoxydasen kommen in Erbsen, Sojabohnen und im Weizen vor. Im Unterschied dazu bauen die 
alkalische Lipoxygenase aus Sojabohnen, die tIydroperoxidisomerase aus Leinsamen und die 
Peroxidasen aus Weizen und Sojabohnen nur sehr langsam das Carotin ab. Gehemmt wird die 
Caretin-Bleichung der pH 6,5-Lipoxygenasen durch NDGA. Linols~urehydroperoxide oxydieren 
nicht das/~-Carotin w/~hrend der Bestimmung der Carotinoxydase-Aktivitat, 

Einleitung 
Die in  Lebensmi t te ln  pflanzlicher I-Ierkunft vo rkommenden  Carotinoide unter -  

liegen einem Abbau,  wenn Sauerstoff in  das Gewebc eindringen kann .  Als Folge davon  
t re ten  Ver/ inderungen in  der Farbe  (Bleichung) u n d  im Aroma auf. - I n  der Li te ra tur  
wird eine Mitwirkung verschiedener Enzyme  am Polyen-Abbau  disknt ier t :  

1. Das Enzym Lipoxygenase (EC 1.13.1.13) wurde von Sumner u. Sumner [1] als ,,Carotin- 
Oxydase" identifiziert. In Gegenwart yon Linolsgure oxydiert es fi-Carotin nacheinander zum 
fl-Carotin-5,6-epoxid und Luteochrom [2]. AuBerdem brieht das C40-Kohlenstoffgeriist ausein- 
ander und es entsteht u. a. das fl-Ionon [3]. Den Ablauf der Co-Oxydation der Carotinoide dureh 
das System Lipoxygenase/Linols'~ure/Sauerstoff erkl~ren Tappel [4] und Smith u. Lands [5] 
mit den Vorstellungen, die fiber die Vorg~nge bei der Autoxidation der Carotinoide in Gegenwar$ 
yon Fetts~uren entwickelt worden sind [6]. Wie bei der Fettautoxidation, so sollen auch bei der 
Lipoxygenasekatalyse im gewissen Umfang Oxyl- und Peroxylradikale entstehen. Diese Radikale 
abstrahieren H-Atcme der Polyene oder addieren, z. B. bei der Bildung des fl-Carotin-5,6-epoxids, 
Sauers~off an bestimmte Doppelbindungen. Folgereaktionen kSnnen einsetzen, aus denen nieder- 
molekulare aromaaktive Verbindungen hervorgehen. Auch H~m- und I-I~minproteine kSnnen per- 
oxidierte Lipide in Oxyl- und Peroxylradikale zersetzen. Blain u. Mitarb. [8, 9] fiihren auf diese 
Reaktion den Lycopin-Abbau in der Tomate zuriick, w~hrend Gro$man u. Mitarb. [10--12] Ex- 
trakte aus Lucerne an CM-Cellulose in Fraktionen trennen konnten, in denen entweder Hamver- 
bindungen oder Lipoxygenase-~hnliche Enzyme vorkommen, die in Gegenwart bestimmter Fett- 
sguren eine Bleichung des Carotins beschleunigten. 

2. Versuehe von Kies u. Mitarb. [13] weisen darauf hin, da$ ein weiteres Enzym die Carotin- 
bleichende Wirkung der Lipoxygenase erheblich steigern kann. So zeigten Ineubationsansgtze 
mit einem Soja-Extrakt und der daraus isolierten Lipoxygenase: Das gereinigte Enzym bleicht 
zwar das Carotin, doch ist seine auf die Lipoxygenase-Aktivit~t bezogene Carotin-Oxydase-Aktivi- 
t~t 10areal geringer als die des rohen Extraktes. Wird der Extrakt 6 rain auf 68°C erhitzt, so 
verschwindet die ,,Carotin-Oxydase" bei unver~nderter Lipoxygenase.aktivitgt. Zimmerman u. 
Viek [14] nehmen an, dab hier die Carotin-Bleichung dureh das Enzym Hydroperoxid-Isomerase 

* Die Arbeit wurde dutch eine Beihilfe des Fends der chemischen Industrie gefSrdert. 
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verursacht wird. Das Enzym wurde in Leinsamen, Mais, Gerste, Weizenkeimen und Sojabohnen 
gefunden. Es isomerisiert die aus der Lipoxygenase-Katalyse hervorgehenden Hydroperoxide zu 
~-Ketolen, die im Zuge eines Tautomerie-Gleiehgewichts in Endiole fibergehen. Es wird nun 
angenommen, d~B die Endiol-Fetts~uren das Carotin zu farblosen Verbindungen reduzieren 
kSnnen. 

3. Dicks u. Friend [15, 16] entdeckten in Zuckerriibenbl~t~ern ein System, bestehend aus 
einer Peroxidase, Oxals~ure und einem thermolabilen Faktor, das bei p i t  3,8 den Carotinoidgen- 
tiobioseester Crocin oxydativ abbaut. M5glicherweise wird Oxals~ure dutch den thermolabilen 
Faktor in ein Substrat ffir die Peroxidase umgewandelt, denn in Incubationsversuchen mit der 
:Meerrettich-Peroxidase (EC 1.11.1.7) wurde eine Abnahme der Crocin-Konzentration beobachte~, 
werm die ffir die Peroxidase-Katalyse bekannten H-Donatoren (H202, Indolylessigs~ure oder 
Dihydroxyfumars~ure) zugegen waren. 

I n  der  vor l iegenden Arbe i t  wurden  die C a r o t i n - A b b a u - A k t i v i ~ t e n  yon  Ex~rak ten  
aus  Lebensmi t t e ln  pf lanzl icher  t I e r k u n f t  un tersucht ,  in  denen yon  den un te r  1 . - 3 .  
genann ten  E n z y m e n  die L ipoxygenase  allein (Erbse),  L ipoxygenase  + Peroxidase  
(Soi l ,  Weizen)  oder  L ipoxygenase  ÷ Hydrope rox id i somerase  (Leinsamen) vorkom-  
men.  Durch  eine chromatographisehe  Auf t r ennung  der  genann ten  E n z y m e  wurde  
s ich tbar ,  dal~ yon  den  L ipoxygenasen  mi~ e inem p i t - O p t i m u m  bei  p i t  6,5 die grS~te  
Ca ro t in -Abbau-Ak t iv i t~ t  ausgeht .  

Experimenteller Teil 
1. Material und Reagentien 

fl-Carotin (Hoffmann-La Roche)~; LinoIs~ure (Sigma, Grade III ,  99°/o), Tween 20 u. Tween 
80 (Schuchardt); Lipoxygenase (Sigma, Type I, 50000 E/mg), EDTA (Merck, Titriplex III) ;  
Guajacol (Merck), Nordihydrognajarets~ure (Roth), H20~ (~erek), Sephadex G 50 und G 200 
(Pharmacia); DEAE-Cellulose (Serva); CM-Sephadex (Pharmacia). Alle weiteren Reagentien 
waren pro-analysi-Substanzen. Erbsen (Pisum 8ativum L. ,,Mignon"), Sojabohnen 1 (Glycine 
hispida), Weizen 1 (Triticum aestivum L. ,,Kolibri"), Leinsamen (Linum usitatissimum). 

2. Herstellung der Extrakte (Alle Arbeiten bei 2--4 ° C) 
a) Leinsamen. 20 g gemahlener Leinsamen (entfettet mit Aceton) 10 min mit 120 ml 0,05 m-Na 

Phosphat-Puffer pH 7,4 rfihren. :Nach Grobfiltration durch eine Lage Baumwolltuch klar zentri- 
fugieren (30 rain; 15000 × g). Mit (:NHd)~S04 den ~-berstand zu 50% s~ttigen, die ausgefallenen 
Proteine abzentrifugieren und in 0,05 m-Na-Phosphat-Puffer pH 6,6 15sen. 

b) Erbsen. 10 g gemahlene Erbsen mit 100 ml 0,01 m-Na-Phospha~-Puffer pH 7,0 extrahieren, 
~Tob filtrieren und klar zentrifugieren (30 min; 15000 × g). Den Extrakt fiber Sephadex G 50 
filtrieren: die mi~ V0 eluierten Proteine fiir die Chromatographie an DEAE-Cellulose sammeln. 

c) Soja (gemahlen u_nd mit Petroliither entfettet). Extraktion und Abtrennung der nieder- 
molekularen Inhaltsstoffe dm'eh Gelfiltration wie unter 2b besehrieben. 

d) Weizen. 40 g gemahlene und mit Petro]~ther entfettete WeizenkSrner 30 min mi~ 400 ml 
0,05 m :Na-Citrat-Puffer pH 5,5 rfihren. :Naeh Zentrifugieren (30 rain; 15000 × g) im ~berstand 
eine Proteinfraktion durch S~ttigen mit (NHa)~SOa (30--60°/o) f~llen. Nach Zentrifugation (30 min; 
15900 × g) den Niederschlag in 30 ml 0,05 m-Na-Citrat-Puffer pH 5,5 15sen und 18 Std dialy- 
sieren. Die dialysierte ProteinlSsung vor der Aufgabe auf eine CM-Sephadex-S~ule klar zen~ri- 
fug~eren. 

3. Gel- und Ionenaustauschchromatographie 
Die experimentellen Einzelheiten sind in den Legenden zu den Abb. angegeben. 

4. JBestimmung der Enzymabtivit~iter~ (bei 23 ° C) in den Eluate~v 
a) Lipoxygenase nach Surrey [18]. Linols~ure-Emnlsion: 40 mg Linols~ure in 5 ml Wasser 

mit 50~1 Tween 20 durch Zugabe yon n-NaOH 15sen. Mit ttCl den pH einstellen. Au~ 100 ml mit 
0,1 m-Na-Phosphat-Puffer pH 6,5 oder 0,1 m-Na-Bor~t-Puffer pH 9,0 verdfinnen. 

Test: in eine 1-cm-Quarzkfivette 2,9 ml Substrat pipettieren. Nach Zugabe yon 0,01--0,1 ml 
EnzymlSsung die Zunahme yon E~aa zwischen der 30. trod 90. see messen. 

b) Peroxidase nach Chance u. Maehly [19]. 20 mmol Guajacol; 10 mmol tt~0~ (E~0 ~ 0,400). 
Test: In eine 1 cm-Kfivette zu 2 ml EnzymlSsung (die Probe gegebenenfalls mit dem Elu- 

tionspuffer au~ 2 ml verdiinnen) 0,05 ml Guajacol und 0,04 ml H~O~ pipet¢ieren. ~essen der Zu- 
nahme yon E~0 zwischen der 15. und 90. see. 

c) Hydroperoxidisomerase. Linols~urehydroperoxid-Emulsion (LOOH): 
50 mg Linols~ure in 4 ml 1,25% Tween 20 durch Zugabe yon n-NaOH 15sen. Mit 0,1 m-N~- 

Phosphat-Puffer pH 8,3 auf 50 ml verdfinnen und mit einigen Tr. tIC1 den pH auf 8,3 nachstellcn. 

1 Freundlicherweise wurden uns zur Verfiigung ges~ellt: fl-Carotin yon der Fa. Hoffm~nn-La 
Roche; Sojabohnen yon der F~. Itarburger 01werke, Brinekmann & Mergell; Weizen yon der Fa. 
K. Kampffmeyer Miihlenvereinigung KG. 
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~ach Abkfihlnng auf 3 ° C 1 nag Lipoxygenase in 1 ml 0,1 m-~'a.Phosphat-Puffer pI~I 8,3 15sen und 
zum Substrat pipettieren. Incubation (3 Std) unter Rfihren in einem 250 ml-Becherglas bei 1--3 ° C. 
Umsatz 98--100O/o . Die Emulsion 1:40 mit 0,05 m-Na-Phosphat-Puffer p i t  6,6 verdfinnen. 

Test nach Zimmerman u. Viek [14] : Zu 2,45 ml 0,05 m-Na-Phosphat-Puffer pH 6,6 0,53 ml 
LOOH-Emulsion und bis zu 0,2 ml aus jeder Fr~ktion pipettieren. Messen der Abnahme yon E23~ 
zwischen der 15. und 00. sec. 

d) Carotin-Abbau mit Linols~ure als Cosubstrat. Mit 0,02--0,1 ml aus jeder Fraktion den 
Test nach Ben-Aziz u. ~litarb. [2] durchfiihren. Messen der Abnahme yon E460 zwischen der 
15. nnd 60. see. 

e) Carotin-Abbau mit Linols~urehydroperoxiden als Cosubstr~t. Carotin-Emulsion nach 
GroBman u. Mitarb. [10]: 25 mg fl-Carotin und 0,9 ml Tween 80 in 25 ml CHCla 15sen. CHCla 
im Vakunm abziehen und den Rfiekstand in 250 ml EDTA-Lsg. (2,5 mg/ml) aufnelmlen. 

LOOH-Emulsion: Hergestellt und verdfinnt, wie unter 4e besehrieben. 

Test: Zu einer Mischnng aus 1 ml Carotin- nnd 1 ml LOOH-Emulsion aus jeder Fraktion 0,1-- 
0,5 ml pipettieren. Messen der Abnahme yon E460 zwischen der 15. u. 60. see. 

f) Carotin-Abbau mit tI20~ als Cosubstrat. Carotin-Emulsion wie unter e) hergestellt; 10 mmol 
I-I20 ~. Test: Zu einer IMischung aus Carotin-Emulsion und 1 ml 0,05 m-Na-Phosphat-Puffer pH 6,6 
0,05 ml H~O2-LSsung pipettieren. ,Nach Zugabe yon 0,5 ml der ProbelSsung die Abnahme yon 
Ea60 yon der 15.--60. sec. messen. 

5. Proteinbestimmung 
Nach Beisenherz u. Mitarb. [7] fiber die Binret-Reaktion mit Rinderserumalbumin als Eich- 

protein. 
6. 1)arstellung der 12-Keto-13-hydroxioctadeca-9-ensSure 

Hydroperoxidisomerase-ttohextrakt: 20 g gemahlenen und entfetteten Leinsamen nach Zimmer- 
man u. Vick [14] mit 120 ml 0,05 m-Na-Phosphat-Puffer pH 7,4 extrahieren und dutch S~ttigLmg 
mit (Ntt4)~SO 4 (40--500/0) eine Protein-Fraktion mit Hydroperoxidisomerase-Aktivit~t f~llen. 
Nach Zentrifugation (15000 × g, 30rain) das Protein in 20ml 0,05 m-Na-Phosphat-Puffer 
pH 6,6 15sen. 

LOOH-Emulsion: 100 mg Linols~ure wie in [21] beschrieben, bei pH 8,3 mit 1,5 rag Soja- 
Lipoxygenase peroxidieren. AnschlieBend mit verd. HC1 pH 6,6 einstellen. 

Incubation und Isolierung des a-Ketols: Die LOOH-Emulsion (100 ml) undder Hydroperoxid- 
isomerase-Rohextrakt bei 23 ° C 30 rain incubieren. Nach Ans~uern (pit  2,0) mit verd. HC1 den 
Ansatz mit 3 × 100 ml Ather (peroxidfrei) extrahieren. Die vereinigten ~therisehen LSsungen- 
fiber Na2S04 trocknen und zur DC einengen (unter N~). Das c~-Ketol diinnschichtehromatogra- 
phisc.h (Kieselgel I-IF~54; mit tteptan/Ather/Eisessig (50 ~- 50 + 1) 2real en.twiekeln) abtrennen, 
mit Ather eluieren und nach Abzug des Elntionsmittels (unter N2) in 2 ml Athano115sen. 

Qualitative Analyse: Die Keto-hydroxyfetts~ure naeh Sehlenk u. Gellerman [22] methylieren 
und den Methylester diinnschichtehromatographisch [Kieselgel: Isooctan-_~ther (2: 3 v/v)] reinigen. 
Das IR-Spektrum war identisch mit dem yon Zimmerman u. Vick [14] angegebenen Spektrum. 

Quantitative Analyse: In einem Aliquot der ~thanolischen LSsung die Keto-hydroxifetts~ure 
mit ~thanol. 0,91 n-~qa0H titrieren. 

Ergebnisse 

E x t r a k t e  aus rcifen Erbsen ,  Sojabohnen,  ~¢~eizen u n d  Le insamen wurden  
durch  Gel- oder  Ionenaus t auschch roma tog raph ie  getrenn~. Die Frak~ionen wurden  
au f  das  V o r k o m m e n  yon  L ipoxygenase  (bei p H  6,5 und  9,0), Hydrope rox id i somerase  
und  Perox idase  untersucht .  Para l le l  dazu  wurden  die Carot in-Abbau-Akt iv i t i~ ten  in 
Gegenwar t  der  Cosubs t ra te  L~o l s~ure ,  L inols i iu rehydroperoxid  (LOOtt)  und  H20~ 
bes t immt .  

1. Erbsen 

I n  R o h e x t r a k t e n  t r a t e n  Lipoxygenase-  und  Peroxidase-Akt iv i t i~ ten  auf. Carot in  
wurde  in Gegenwar t  yon  Linolsi iure schne]l abgebaut .  Auch t I20  ~ fSrdcrte  die Blei- 
chung yon  Carot in  durch  den  R o h e x t r a k t ,  doch verl ief  die R e a k t i o n  wcsent l ich lang- 
samer  als mi t  Linols~ure als Cosubstra t .  Die aus der  hier  un te r such ten  Erbscnsor te  
, ,Mignon" ex t rah ie r t c  Pe roxydase  war  sehr labil.  I h r e  Ak t iv i t~ t  n a h m  in LSsung so 
rasch ub, dal~ sie nach  ciner Trennung  des yon  n iedermolekularen  Inhal t ss tof fen  be- 
f re i ten  E x t r a k t e s  an  DEAE-Cel lu lose  n ich t  mehr  nachgewiesen werden konn te  
(Abb.  1). S ich tbar  wurden  uber Pro te ine  mi t  L ipoxygenase -Akt iv i t~ t  ( p i t - O p t i m u m :  
6,3 ; Linols~ure/Tween 20-Subst ra t ) .  Die F rak t ionen ,  in denen die IApoxygenase  vor-  
kam,  b le iehten  auch C~rotin, wenn der  Incuba t ionsansa t z  Linolsi~ure enthiel t .  - Das  
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Abb. 1. Extrak~ aus Erbsen, Chromatographic an DEAE-Cellulose. Si~ule 32 X 2,5cm; Elugion: 
0,01 m-Na-Phosphat-Puffer pH 7,0 mit linearem NaC1-Gradient (0,0-~ 0 , 1 8 m ) . -  Probe: 
80 mg Protein; 8,75 ml pro Fraktion. Die Aktivitgten wurden bei pit 6,5 bestimmt. - -  - - O - - O  
Li]?oxygenase (10 F1) 2, -@-@-@ Carotinoxydase mit Linolsgure als Cosubstrat (100 lzl), - - -  

Protein 

in den Fraktionen 2 5 - 4 0  (Abb. 1) auftretende Isoenzym (Lipoxygenase-2) wurde 
isoliert [23]. Es zcigte sich keine Ver£nderang in dem Verh&ltnis der Lipoxygenase- 
zar Carotinoxidase-Al{tiviti~t wghrend der Aufarbeitung [26]; d. h. dieses Isoenzym 
ist mi t  einer Carotinoxidase identisch. Ebenso wie die Lipoxygcnase-, so wird auch die 
Carotinoxydase-aktivitat  des Erbsen-Enzyms durch Nordihydroguaj arctsi~ure (NDGA) 
gehemmt;  5.10 -5 m-NDGA bringen die Carotin-Bleichung sofort naeh der Zugabe in 
der 90. sec zum Stfllstand (Abb. 2). 

l q2 
E46o ql 

o \ 
\o 

\ °  
\o 

Abb. 2. ttemmung des Oarotin-Abbaus durch NDGA. Im Ansatz (2,1 ml): 1,9 • 10 -2/~mol fi- 
Carotin, 0,98 ~l Tween 80, 0,25 mg EDTA, 1,75 Fmol Linolsgure, 0,5 ~g Lipoxygenase ..(Erbse), 
2,1 ml 0,05 m-Na-Phosphatpuffer pI-I 6,6. - -  In der 90. sec: -O-O-.Zugabe yon 10 ~1 Athanol, 

-@-@-  Zugabe yon 30 Fg NDGA gelSst in 10 ~1 Athanol 

Bei der ~roben Incubation wird die Lh~olsi~ure yon dcr Lipoxygcnase zur I tydro-  
9eroxis~ure (LOOH) oxydiert [24]. Zur Prfifung, ob diese Verbindung den Carotin- 
Abbau verursacht, wurden 8,5.10-6m-fl-Carotin (emulgiert mit  Tween 80 in 0,05m- 
Na-PhosphatPuffer p H  6,6) 2 mia  mit  steigendcn LOOH-Konzentrat ionen 
(1,25.10 - a -  2,5-10-8m)incubiert .  Gefunden wurde auch in Gegenwart yon 
2,5.10-3m-LOOtt kein Carotin-Abbau, obwohl diese LOOH-Konz. um den Faktor  100 
gr6Ber ist als die LOOH-Konz.,  die sich unter den Bedingungen des Carotinoxydase- 
Tests bfldet. 

2 Anm. In ( ) sind die Probevolumina angegeben, die aus jeder Fraktion fiir die Aktiviti~ts- 
bestimmungen eingesetzt worden sind (Gilt iiir alle Abb.). 
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2. So]a 
In  Ubereinstimmung mit  Untersuchungen yon Christopher u. Mitarb .  (25) konnte 

t in Rohextrakt  dureh Chromatographie an DEAE-Cellulose in zwei Lipoxygenasen 
getrennt werden, die bei pH 6,5, und eine Lipoxygenase, die bei pH 9,0 maximal akt iv 
sind (Abb. 3). Bemerkenswert ist, dal] yon diesen drei Lipoxygenasen nur die bei 
p H  6,5 optimal aktiven Proteine (Lipoxygenasen-2 und -3 nach der Nomenklatur  yon 
Christopher u. Mi tarb .  [25] Carotin mit  Linols£ure als Cosubstrat mit  schneller 
Reaktion abbauen. Das Theorell-Enzym (Lipoxygenase-1) vollzieht dagegen eine 
Cooxydation des fl-Carotins nur sehr langsam. Diese geringe Carotinoxydase-Aktivi- 
ti~t wurde aueh yon Kies u. Mi tarb .  [13] beobachtet.  

,o & lo; o,, 
E230 y 2 , ~  ° ~ ~- M-NGC /'F'70 

10 20 30 40 50 50 70 60 
Fraklion 

Abb. 3. Extrakt aus Sojabohnen; Chromatographic an DEAE-Cellulose. S£ule und Elution wie 
Chromatographic des Erbsenextraktes (vgl. Abb. 1). - -  Probe: 238 nag Protein, 8,75 ml pro 
Fraktion. Die Aktivitgten wurden bei pH 6,5 und pH 9,0 bestimmt. - -  - - O - - O  Lipoxygenase 
pH 6,5 (10 F1), - - I I - - t l  Carotinoxydase mit Linolsgure als Cosubstrat pH 6,5 (20 ~l), 
- - A - - A  Lipoxygenase pH 9,0 (10 ~l), - - , - - a  Carotinoxydase mit Linols£ure als Cosubstrat 

pH 9,0 (20 F1), - - F - + -  Peroxydase, - -  Protein 

I m  Eluat  der DEAE-Cellulose-Chromatographie t ra t  aueh eine Peroxydase auf 
(Abb. 3). Ffir einen nachweisbaren Carotin-Umsatz in Gegenwart yon H~02 war 
jedoch ihre Aktivit&t zu gering. Mit den LOOH als Cosubstrat wurde ein langsamer 
Carotin-Abbau festgestellt, wenn Fraktionen mit  Lipoxygenase-Aktivitiit  getestet 
wurden. Hydroperoxidisomerase-Aktivitat  wurde aber nicht beobaehtet.  

01  7° 

201 /o ~ ~ . NoCl 01 ! ..°.. o' I t o 02 
t I o I I ,Ao t?~l "E23~60 

1o I /  \ % ~ " °  

I ; I / ' ,  ,'% ~t~ . . . . . . . . . .  
I ~.; '&k I !  -~-- '~- o.O.o 

10 20 30 /~0 50 60 70 80 
Froktion ~. 

Abb. 4. Ammonsulfatpr~iparat aus Weizen; Chromatographie an C1VbSephadex. S/iule: 24 X 1 cm; 
Elution: 0,05 m-Na-Citrat-Puffer pH 5,5 mit linearem NaCI-Gradient (0,0 -+ 0,11 m). - -  
Probe: 72 mg Protein; 3 ml pro Praktion. Die Aktivit£ten werden bei pH 6,6 bestimmt. - -  
- - O - - O  Lipoxygenase (20 F1), - 0 - - 0 - -  Carotinoxydase mit Linols£ure als Cosubstrat (100 [~1), 

--t--q-- Peroxydase (0,1 ml), - - P r o t e i n  
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3. Weizen 

InAnlehnung an Graveland [17 ] wurde ein Ammoniumsulfat-Pr&parat ausWeizen an 
CM-Sephadex getrennt. I m  Eluat  (Abb. 4) t ra ten zwei Proteinfraktionen mit  hoher 
und zwei mit  geringer Lipoxygenase-Aktiviti~t auf, wenn der Test bei pH 6,6 durch- 
ge~ihrt wurde. Eine alkalische Lipoxygenase wurde nicht beobachtet. Von jeder 
Lipoxygenase ging aueh Carotinoxydase-Aktivit&t aus (Abb. 4), doch war die Rela- 
tion zwischen den beiden Aktivit&ten mlterschiedlieh. Nur das in den Fraktionen 
20--26 auftretende Enzym erreichte das Lipoxygenase-/Carotinoxydase-Aktivit&ts- 
verhhltnis der p H  6,5-Lipoxygenase-Isoenzyme aus Leguminosen. - Diese Lipoxyge- 
nase konnte von einer Peroxydase nicht getrennt werden. Diese Peroxydase wurde 
geprfift, ob sic Carotin mit  H20~ als Cosubstrat bleichen kann (Tab. 1). Gefunden 
wurde ein sehr langsamer Abbau;  d. h. die Carotinoxydase-Aktiviti~t dieser Peroxy- 
dase bleibt um Zehnerpotenzen hinter der der Lipoxygenase zurtick. Bemerkenswert 
ist mlr die Besehleunigung der Reaktion, wcnn der p H  auf 3,6 abgesenkt ~vird (Tab. 1). 

Dies s t immt mit  den Beobachtungen von Dicks u. Friend [15, 16] fiberein. 

Tabelle 1. Caro$in-Abbau dm'ch die Peroxydase aus Weizen ~ 

pK AErie x 10 s 
yon tier 
15.--60. sec 

6,6 4 
3,6 12 

Im Ansatz: 0,5 ml aus Fraktion 23 (Abb. 4) - -  2,0 ml Carotin-Emulsion (2 ml 0,05 m-Na- 
Phosphat-Puffer pH 6,6 oder 0,1 m-Na-Citrat-Phosph~t-Puffer pE[ 3,6; 10/zg fl-Carotin, 0,66 F1 
Tween 80, 0,5 mg EDTA) - -  0,05 ml 10 mmol-H~O~. 

4. Leinsamen 

Die Auftrennung der Enzyme erfolgt dm'eh Gelchromatographie (Abb. 5). Aueh 
hier war die Lipoxygenase-Aktivit£t yon einem Carotin-Abbau begleitet, wenn Linol- 
s£t~:e bei der Incubation als Cosubstrat mitwirkte. ,,Carotinoxidase"- und Lipoxyge- 
nase-Gipfel sind aber nieht kongruent;  deutfich verschoben treten die Aktivit&ts- 
mardma auf. Aueh ist die Carotinoxydase - i m  Verhi~ltnis zur Lipoxygenase-Aktivi- 
flit - wesentlich geringer als bei den Leguminosen. Au$erdem wurde eine kleine Aktivi- 
t~tsspitze mit  Carotinabbau-Aktivitiit  im Bereich des ttydroperoxidLsomerase-gipfels 
beobaehtet.  
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Abb. 5. Exl~rak~ aus Leinsamen- S~ule mi~ Sephadex G 200 (2,5 x90 cm). Elution mit 0,05 m- 
2~a-Phosphat-Puffer pH 6,6 (20 ml /h ) . -  Probe: 96 mg Protein; 4 ml pro Frakl~ion. Aktivi~ten 
bei pH 6,6 bestimmt. O - - O  Lipoxygen~se (0,1 ml) . . . . .  Hydroperoxidisomerase 
(0,1 ml), - - 0 - - @  Carotinoxydase mit Linolsi~ure als Cosubstrat (0,2 ml), --}---}-- Carotin-Ab- 

bau mit LOOH ~ls Cosubstrat (0,5 m l ) , -  Protein 
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Folgt man den Vorstellungen yon Zimmerman u. Viek [14] ,so miiBte das Carotin 
durch die Hydroperoxidisomerase in Gegenwart yon LOOH gebleieht werden. Tat- 
s~ehlieh t ra t  aueh ]nit diesem Cosubstrat in den Fraktionen mit Hydroperoxidiso- 
merase-Aktivit/~t ein Carotin-Abbau auf (Abb. 5), doeh war die Gesehwindigkeit 
gering. Zur Pr/ifung, ob dig Bleiehung dureh dig aus der Hydroperoxidisomerase- 
Katalyse hervorgehende Ketohydroxyfetts~ure verursacht wird, wurde diese Verbin- 
dung nach den Angaben yon Zimmerman u. Vick [14] aus den LOOH hergestellt. Der 
Abb. 6 ist zu entnehmen, dab erst ein erheblicher UberschuB an ~-Ketol bei pH 6,6 
zu der erwarteten Abnahme in der Carotin-Konz. f~hrt. Der Farbstoff reagiert nur 
]angsam, wobei eine Verschiebung des pH in den sauren oder alkalisehen Bereieh 
die Reaktion verzSgert. Wurde das Medium Puffer/Tween/EDTA dureh Chloroform 
ersetzt, so unterblieb die Reaktion. 

I o2 
E~6o 

o~2 

Oj1 pN 6j6 

10 20 30 rain 

Abb. 6. Reaktion yon fl-Oarotin mi~ dem ~-Ketol. Im Ansatz (2,1 ml): 1,9 • 10 -2 Fmol fl-Oaro- 
tin, 3 ~mo112-Keto-13-hydroxyoctadeca-9-ens~ure, 0,36 Fl Tween 80, 0,25 mg EDTA, 2 ml 0,05 m- 
Puffer (Na-Borat pH 8,5 - -  l~a-Phospha~ pH 6.6 - -  BTa-Acetat pH 4,6). Kontrollen 

ohne c~-Ketol 

Diskussion 

Eine vergleichende Untersuchung von Extrakten aus verschiedenen Lebensmi~- 
teln pflanzlieher Herkunft  ergab nach chromatographiseher Trennung Hinweise, 
da6 es sich bei den Lipoxygenase-Isoenzymen, deren Aktivit~ts-Optimum im neutra- 
len Bereieh Uegt, um Carotinoxydasen handelt. Diese Enzyme, die mit Linols/~ure als 
Cosubstrat einen sehr schnellen Abbau von fi-Carotin vollziehen, kommen in Erbsen, 
Sojabohnen und im Weizen vor. In einer gesonderten Arbeit wurde eines dieser Lip- 
oxygenase-Isoenzyme aus Erbsen isoliert und seine Identi t£t  mit einer Carotinoxy- 
dase best£tigt [23, 26]. 

Im Vergleich zu den neutrMen Lipoxygenasen reagieren sehr langsam mit dem 
fl-Carotin die alkalische Lipoxygenase aus Soja (Cosubstrat: Linols~ure), die Hydro- 
peroxidisomerase aus Leinsamen (Cosubstrat: LOOH) und die Peroxydasen aus Soja- 
bohnen und Weizen (Cosubstrat: H202). Diese Enzyme d/irften nur dann eine Blei- 
chung yon Carotinoiden in Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft  verursaehen, wenn 
keine neutralen Lipoxygenasen zur Verffigung stehen und sehr lunge Reaktions- 
zeiten, z. B. bei der Lagerung, mSglieh sind. 

Noch unklar ist der Reaktionsablauf, der zu einer Oxydation yon E-Carotin dutch 
das System neutrale Lipoxygenase/Linols~ure/Sauerstoff ffihrt. Die Hemmung der 
Carotin-Bleiehung dureh NDGA und das Ausbleiben der Reaktion, wenn nur das 
Reaktionsprodukt der Lipoxygenase-Katalyse, die LOOH, bei der Incubation zuge- 
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gen ist, weisen daraufh in ,  dab sic unmit te lbar  am E n z y m  stattfinde~. Auch die hohe 
Wechselzahl yon  103 Molektilen • rain -1 fi-Carotin, die f/Jr die p H  6,5-Lipoxygenase 
aus Erbsen gefunden wurde [23], mach t  eine Bindung des Polyens an das E n z y m  
wa.hrseheinlieh. 

Unsere weiteren Versuche zielen darauf  ab, die aus dem Polyenabbau  und der 
LLnols~ure hervorgehenden Reakt ionsprodukte  zu identifizieren. AuBerdem muB 
geld/~rt werden, welehe aus der Fetts/~ure und  dem Sauerstoff hervorgehenden Inter-  
mediate der Lipoxygenase-KatMyse die Caroth~oide oxydieren. 
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