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Behaviour of IApase in Systems of Low Water  Content 

I I .  Enzymatic  Lipolysis in the Range of Extreme Low Water  Activity 
~ummary. In the range of extreme low relative humidity (r. h.) below the B.E.T. point of 

the sorption-isotherm, there was no enzymatic splitting in between 6 weeks in the system cellu- 
lose-lipase-triglyceride using a definite crystallinetriglyeeride (trilaurin). Under the same conditions, 
however, a fluid substrate (triolein) with 2 and 50/0 r.h. was hydrolysed, even if with a strongly 
decreased speed compared to higher r.h.. In fats, which contain besides the crystalline a fluid phase 
also, even at very low r.h. a remarkable lipolysis can be expected. For the speed of hydrolysis, 
the kind of substrate distribution and the compactness of the material in this system also are of 
importance. 

Zusammen/assung. Im Bereich extrem niedriger relativer Lufffeuchtigkeit (r.L.), unterhalb 
des B]~T-Punktes der Sorptionsisotherme, wurde im System Cellulose-Lipase-Triglycerid bei 
Yerwendung eines definierten, kristallinen Triglycerids (Trilaurin) innerhalb yon 6 Woehen 
keine enzymatische SpMtung beobachtet. Dagegen wurde unter den gleichen Bedingungen selbs~ 
bei 2 und 5% r.L. ein flfissiges Substrat (Triolein) noch hydrolysiert, wenn auch - -  im Vergleieh 
zu h6herer r.L. - -  mit stark verminderter Geschwindigkeit. Bei Fetten, die neben der kristallinen 
Phase noch fliissigen Anteil haben, kann man auch bei sehr niedriger r.L. noch mit einer merk- 
lichen Lipolyse rechnen. Fiir die Ceschwindigkeit der Hydrolyse spielt auch die Art der Verteilung 
des Substrats und die Dichte der Packung in diesem System eine Rolle. 

Einleitung 
Was bisher fiber den Zusammenhang zwischen Enzymreaktionen in wasser~rmen 

Systemen und deren Wasseraktiviti~t bekannt geworden ist [1, 2], li~Gt den Schlu6 
zu, daG enzymatisehe Umsetzungen erst mit  nennenswerter Gesehwindigkeit ein- 
setzen k6nnen, wenn freibeweg]iehes, nieht gebundenes Wasser in diesen Systemen 
vorliegt. I m  Bereieh der monomolekularen Adsorption, also unterhalb des BET.  
Punktes  der Sorptionsisotherme, sind daher Enzymreaktionen nieht oder nur mit  
sehr geringer Geschwindigkeit zu erwarten. Da auch enzymatiseh gesteuerte Oxida- 
tionen, bei denen das Wasser nicht als Reaktionspartner erscheint, die gleiche Ab- 
hi~ngigkeit yon der Wasseraktivit~t zeigen wie enzymatisehe Hydrolysen [3, 4], 
mug man annehmen, da6 bei Enzymreaktionen in wasserarmem Milieu das Wasser 
mehr die Bedeutung eines Vehikels als die eines Reaktionspartners hat. Es sorgt 
daffir, daG Substrat  und Enzym zueinander linden; es ermSglicht die Diffusion des 
Substrates zum Enzym hill. Denmach miiGten Enzymreaktionen auch ausgelSst werden 
kSnnen, wenn bei sehr niedriger Wasseraktivit&t anstelle des Wassers eine andere 
Flfissigkeit den Transport  fibernehmen wfirde. In  der Tat  vermag bei Lipasen Paraf- 
fin61 Ms Vehlkel ~fir Triglyceride zu dienen und damit  eine lipatisehe Spaltung in 
Gang zu setzen [5]. Wenn ein Substrat  in der Lage ist, yon sich aus zum Enzym zu 
diffundieren, weft es fifissig ist wie z. ]3. Triolein, dann mug eine Lipolyse bereits unter- 
halb des BET-Punktes  der Sorptionsisotherme m6glich sein. F/it  diese AuiTassung 
slorechen die Ergebnisse friiherer Untersuehungen. 

* Auszug aus der Dissertation yon R. Wiese: ~ber die enzymatische Lipolyse in wasser- 
armem Milieu und ihre Abh~ngigkeit yon KuBeren Faktoren. Univ. Mfinster 1969. 

** I. Mitt.: Lebensmittel-Wiss. -4- Technol. ~, 181 (1972). 
*** I-Ierrn Prof. Dr. Werner Heimamx zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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So haben Acker u. Beutler [5] zeigen kSnnen, dal~ fliissige Substrate, wie z. B. 
HaferS1, in einer Mischung mit lipaseaktivem Ha~erschrot bereits bei nicdriger rela- 
river L~ftfeuchte (r.L.) eine Lipolyse erleiden. Selbst bei 15 % r.L. wurde eine deut- 
fiche Spaltung gemessen. Damit weicht die Lipase in ihrem Verhalten yon dem]enigen 
der Phospholipasen [6] und Phosphatasen [7] ab. Offensiohtlich sind flfissige Sub- 
strafe nicht auf die Vermittlung der w&Brigen Phase angewiesen. Bei festen Trigly- 
ceriden sollte man daher erwarten, dal~ sie in lipaseaktiven Gemischen bei Lagerung 
nnter sehr niedriger relativer Ltfftfeuchte fiberhaupt nicht gespalten werden, da unter 
diesen Bedingungen di@ Voraussetzungen fiir eine Diffusion des Substrates nicht ge- 
geben sind. Daffir sprechen unsere ffiiheren Ergebnisse [5]. Purr  [8] ist allerdings 
der Auffassung, dal~ nicht die Diffusion des Substrates zum Enzym, sondern die 
Hydratisiernng des Enzymproteins die wichtigsteVoraussetzung fiir eine enzymatische 
Fettspaltung ist und dab ~este Fet te  bei extrem niedriger Wasseraktivit~t noch 
gespalten werden kSnnen. 

Diese Ansicht griindet sich auf Untersuchungen, die Purr  mit Cocosfetten hohen 
Schmelzpunktes ausgeffihrt hat. In  diesen Versuchen warden Cocosfette versehiede- 
hen Hgrtegrades in geschmolzenem Zustand au~ lipaseaktives Tr~germaterial auf- 
gebraeht. Nach dem Erkalten wurde bei 20 ° C und unter verschiedener r.L. gelagert. 
Dabei wurde bei einem Coeoshartfett veto Sehmelzpunkt 42/43° C selbst bei einer 
Lagerung nnter 2 % r.L., (also weR unterhalb des BET-Ptmktes der Sorptionsiso- 
therme) noch eine merkliche Spaltung beobachtet. Dieses Ergebnis sehien einmal 
gegen die Annahme zu sprechen, dab bei extrem niedriger r.L. keine enzymatische 
Reaktion mehr eintreten kann, zum andern schien damit die Auffassung nicht halt- 
bar, dab bei festem Aggregatzustand des Substrates eine Lipolyse praktisch unter- 
bleibt. Zum ersten Punkt  bestanden, so welt es sich um fliissige Substrate handelte, 
keine Divergenzen zu unserer Anffassung. Der zweite Punkt  aber sollte im Rahmen 
dieser Untersuchungen gekl~rt werden. 

Wir studierten daher unter Verwendung definierter Triglyceride nnd unter streng 
kontrollierten Bedingungen die enzymatische Lipolyse bei sehr niedrigen Wasser- 
aktivit&ten. Wir haben dabei bewul~t definierte Triglyceride herangezogen, weil wir 
der Meinung waren, dal~ bei den Triglyceridgemischen, wie sie Purr  in Form yon 
Coeoshart~etten benutzt hat, der Aggregatzustand nicht g~nz eindeutig mad durch- 
g~ngig lest gewesen sein kann, d. h. dal~ kleine Anteile an fiiissiger Phase vorgelegen 
haben kSnnen. 

~Iaterial und ~Iethodik 

Enzyme bzw. Enzymtrdger: Lipase aus Schweinepankreas, Lipase aus Aspergillus oryzae 
(beide Serva, Heidelberg) ; entfetteter Haferschrot, gewonnen dureh Kaltextr~ktion yon gesehro- 
tetem Hafer mit Petrolgther und vorsiehtige Entfernung des LSsungsmittels. 

Substrate: Trilaurin (LLL) Fp. 45,5--46,5 ° C (C. Roth, Karlsruhe); Triolein. 
Die Herstellung der Modellmischungen, die Einstellung der relativen Luftfeuehte und die 

Yerfolgung der enzymatisehen Lipolyse wurde nach den in der I. Mitt. [9] angegebenen Methoden 
ausgeffihrt (vgl. [10]). 

Herstellung der Gemlsehe zur Untersuchung des Einflusses der Verteilungsart : 
Gemisch 1: Geschmolzenes Trilaurin mit Lipase verriihren. Naeh dem Erkalten die erstarrte 

und pulverisierte Masse in einem Mixger&t mit Cellulose vermischen (auf 0,8 g Lipase und 12 g 
Cellulose kommen 0,64 g, d. h. 50/0 Trilaurin). 

Gemisch 2:0 ,8  g Lipase in Wasser suspendieren, mit 12 g Cellulose anrfihren, tiefgefrieren 
und gefriergetrocknen. Dieses Enzym-Pr~ipara~ ansehliel3end in einem Mixgergt mit 0,64 g festem 
Trilaurin vermischen. 

Gemiseh 3 :12  g Cellulose wie bei Gemisch 2 besehrieben, mit 0,8 g Lipase impr&gnieren. 
0,64 g Trilaurin in Petrolgther lSsen und mit dem Enzymprgparat vermisehen. 

Gemisvh d: 0,64 g in Petrolg~her gelSstes Trilaurin mit 12 g Cellulose vermisehen. Nach Ab- 
dunsten des LSsungsmittels 0,8 g Lipase in fester Form zugeben (Homogenisieren in einem Mix- 
ger~t). 

Gemisch 5:12  g Cellulose, 0,8 g Lipase und 0,64 g Trflaurin in fester l%rm mit Hilfe eines 
Mixgergtes miteinander gu~ vermisehen. 
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Bei unseren Versuchen wurde in teihveiser Anlelnmng an die Arbeitsweise yon Purr [8] so 
verfahren, da$ eine ~ischung aus Sehimmelpilzlipase und Pankreaslipase in w~llriger LSsung 
(pI-I 7,4) mit Cellulose angeteigt wurde. Das gefriergetroeknete Cellulose-Lipzse-Pri~parat wurde 
im Verh~ltnis 50:35 mit Trilaurin bzw. mi~ Triolein vermiseht. Das Substrat wurde jeweils in 
Petrol~ther ge15st und dann mit Cellulose vermiseht. Nach Abduns~en des L5sungsmittels warden 
die Misehungen zun~chs$ fiber Naeh~ in einer Tiefkiihltruhe aufbewaln't, um dem fesfen Trigly- 
eerid Gelegenheit zu geben, vollst~ndig auszukristallisieren. Die Lagerung erfolgte bei 25 ° C und 
2, 5, 10, 15, 25, 45 und 65% r.L.. 

Ergebnisse 
Die Ergebnisse sind aus Abb. 1 mid 2 zu entnehmen. Man erkennt aus Abb. 1, 

da$ Trilaurin erst yon einer r.L. yon 25 % an merklieh gespalten wird, w/~hrend Trio- 
lein bereits bei 2 % r.L. angegriffen wird. Wenn man bedenkt, da$ in diesem Falle 
der BET-Punkt  zu 21% r.L. far  das Triolein-Cellulose-Lipase-Gemiseh bereehnet 
wurde, rout  man festhalten, dab bei flfissigen Substraten bereits im Bereieh der 
monomolekularen Adsorption eine erhebliehe Spaltung eintreten kann, die sieh bier 
auf fast  20% bel/~uft. Dagegen hat te  unter den gleiehen Bedingungen das feste 
Substrat  Trflaurin keine Aussieht, yore Enzym angegriffen zu werden. Jedenfalls 
waren freie Fetts/~uren nicht naehweisbar. 

80--  
% x ~ e ~ ' ' ~ ' ~  65% rL" 

}  25°/orL 
20 i ~  ~ 65 % 20 

o % / _ ~ - - - - - " " ~ ~  • -45°/o ~L ' ~ ~s°I°~L 
- . ^DYlork. 

1 2 3 ~ 5 1 2 3 & 5 
i Lagerung in Wochen Lagerung in Wochen 

Abb. I Abb. 2 

Abb. 1. Enzyma$isehe Hydrolyse yon Trilaurin durch Lipase im Gemiseh mit Cellulose bei Lage- 
rung unter 25 ° G und 2, 5, 10, 15, 25, 45 und 65% tel. Luftfeuehte (die Spaltungskla~ven bei 2, 

5, 10, und 15% r.L. fallen mit der Abszisse zusammen) 

Abb. 2. Enzymatisehe Hydrolyse yon Triolein dutch Lipase im Gemiseh mi$ Cellulose bei Lage- 
rung unter 25 ° C und 2, 5, 10, 15, 25, 45 und 65% tel. Luftfeuchte 

Einen besseren Uberbliek fiber die untersehiedliehe Kinetik der Lipolyse der 
beiden Substrate bei niedrigen relativen Luftfeuehtigkeiten bekommt man, wenn 
man die Enzymaktivit&t, gerechnet als Hydrolyse in Prozent naeh einer Woehe, 
gegen die r.L. auftr&gt (Abb. 3). Ffir die Misehung Trflaurin-Cellulose-Lipase ist der 
BET-Punkt  zu 2,3 % Wasser und 17 % r.L., far  die trioleinhaltige Misehung zu 2,4 % 
mid 21% r.L. erreehnet worden. Die Abb. 3 1/iBt noeh einmal Mar erkennen, dab 
unterhalb des BET-Punktes  der Sorptionsisotherme nut  bei flfissigen Substraten 
eine enzymatisehe Spaltung mSglieh ist. DaB fibrigens bei hSherer r.L. bei festen 
Triglyeeriden eine deutliche, wenn aueh geringe Spaltung stattfinden karm, zeigt 
ein weiterer Versueh, bei dem ein in gleieher Weise hergestelltes Gemisch nach 6wSehi- 
ger Lagerung bei 2 und 5 % r.L. auf eine r.L. yon 65 % umgestellt wurde. W&hrend 
bei niedriger r.L. naeh 6 Woehen noch keine Lipolyse zu beobachten war, setzte sie 
nach Umstellung der Proben auf die hShere r.L. naeh wenigen Tagen ein (Abb. 4). 
Dies geht zwar aus Abb. 1 hervor, doeh zeigt der Versueh weiterhin, dab eine 6wSehi- 
ge Lagerung bei niedriger r.L. die Aktivit~t der IApase nicht nennenswert reduziert 
hat.  
14" 
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Abb. 3a. Sorptionsisothermen einer Mischung aus Cellulose, Lipase und Trilaurin ( • - - o . .  • ) 
und einer Misehung aus Cellulose, Lipase und Triolein ( o ........ O O) 

Abb. 3b. Abh~ingigkeit der enzymatisehen Hydrolyse yon Trilaurin (LLL) und Triolein (000) 
den unter a) ange~fihrten Gemisehen yon der rel. Luftfeuehte (bestimmt als % Hydrolyse 

nach einw6ehiger Lagerung; A-Punkt ~ BET-Punkt) 

W e n n  m a n  nach  einer Erkl/~rung lfir die Diska'epanzen zwlschen maseren Befunden  
a n d  den  yon  P u r r  e rha l tenen  Ergebnissen sucht,  mu6  m a n  sich folgendes vor  Augen  
ha l t en :  

1. Die Untersuchungen yon Purr sind sicher sorgf~ltig ausgeffihr~. Fehler im analytisehen 
Bereieh sind daher auszusehlieBen. 

2. Purr hut den Umfang der Lipolyse an Hand yon S~urezahlen veffolgt, t~eehnet man diese 
Werte auf Hydrolysegrade urn, so ergeben sieh naeh 30t~giger Lagerung bei 2% r.L. bei einem 
Coeoshartfett vom Schmelzpunkt 42--43 ° C 1,0 bzw. 2,7% Hydrolyse. Das sind minimale Spal- 
tungen im Vergleich zu den bei hSheren Wasseraktivit~ten zu beobaehtenden Spaltungsgraden. 
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Abb. 4. Enzymatisehe Hydrolyse yon Trilaurin im Gemisch mit Lipase bei Lagerung unter 2 
und 5% tel. Luftfeuchto (naeh 6 Woehen Umstellung auf 65%) Und 25 ° C 

3. Purr hat mit Gemischen yon Triglyceriden gearbeitet. Bei festen ~etten muB man naeh 
Riedel [11] mit einem gewissen Anteil an fifissiger Phase rechnen, auch bei Temperaturen, die 
erheblich unter dem Schmelzpunkt dieser Fette liegen. DaB die flfissige Phase in solchen Fetten 
bevorzug~ gespalten wird, haben wir bereits in der 1. Mitt. [9] gezeigt. Weml der Schmelzpunkt 
der yon Purr verwendeten Hartfette (42--43 ° C ira Extremfall) im Vergleieh zur Lagertemperatur 
yon 20 ° C verh~ltnism~Big hoch lag, so ist nicht auszusehlieBen, dab bei 20 ° eine gewisse, wenn 
auch kleine Menge an fifissiger Phase vorlag. 
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&. Purr hat die Misehungen so hergestellt, dab das Enzym mit dem gesehmolzenen Substrat 
verriihr~ wurde. Damit wird das Enzym bereite vor dem eigentlichen Versuchsbegirm in einen 
innigen Kontakt zum Substrat gebraeht, d. h. die Enzym-Substrat-Zwisehenverbindung wird 
bereits mitgeliefert. 

Einflufl der Enzym-Substrat- VerteiIung 
]DaB die Ar~ und Weise, wie das Substrat in einer solehen ~odellmisehung verteflt ist, yon 

ausschlaggebender Bedeutung in einem solchen System ist, haben wir in einer wei~eren Versuehs- 
reihe demonstriert: Pankreaslipase, Trilaurin und Cellulose wurden auf 5 versehiedene Arten 
miteinander vermiseht. 

Mischung 1: Trilaurin wird geschmolzen und im fliissigen Zustand mi$ dem Lipasepr~parat 
verriihr$. Nach Erkalten und Erstarren wird dann im Mixger/it mit Cellulose vermiseh$. 

Misehung 2: Das in Wasser suspendierte Lipasepr~parat wird mit Cellulose verriihrt. Naeh 
Gefriertroeknen wird mit dem festen Trilaurin im Mixger/~t vermiseh~. 

Mischung 3: Cellulose wird wie bei 2 mit dem Lipasepr~parat impr~gniert. Trilaurin wird in 
Petrol/itherlSsung auf die gefriergetroeknete Misehung aufgebraeh$. 

Misehung 4: Trilaurin wird in Petrol/~therlSsung auf Cellulose aufgebraeht. Naeh Verdunsten 
des LSsungsmi~tels wird mi~ dem Lipasepr~parat vermiseht. 

Mischung 5: Die drei Komponenten - -  Lipasepr~parat, Cellulose und Subs~rat - -  werden im 
M_ixger~t meehaniseh mifeinander vermeng~. 

Diese 5 Gemisehe hubert also die gleiehe Zusammensetzung, sie unterscheiden sieh 
nut  dureh die Art  der Aufbringung des Enzyms und dutch die Art  tier Verteflung 
des Substrates. Der Kontak t  zwisehen Enzym trod Substrat  wird daher in diesen 
iVI/sehungen untersehiedlieh sein. 

Diese 1Vfodellsysteme wurden bei h6herer r.L., um die Unterschiede deutlicher 
hervortreten zu lassen, als dies bei niedriger r.L. mSglich w/~re, n/~mlich bei 65% 
und bei 25 ° C, gelagert. 

Der innigste Kon tak t  zwischen Enzym und Substrat  d/irfte zweifellos bei der 
Mischung 1 bestehen, l-tier zeigt sieh im Verlaufe der Lagerung, wie aus Abb. 5 her- 
vorgeht, die st/~rkste Spaltung. Bei dieser Art  der Vermisehung seheinen die Bedingun- 
gen fiir die enzymatische Lipolyse optimal zu sein. Mit einigem Abstand folgt 
Mischung 4, die sieh yon 5 nut  dadurch unterseheidet, dab das Substrat  in Petrol- 
/~therl6sung zugegeben wurde, w/~hrend es bei 5 in fester :Form zugemischt wurde. 
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Abb. 5. Enzymatische Hydrolyse yon Trilaurin dureh Pankreaslipase im Gemiseh mit Cellulose 
bei Lagertmg unter 25 ° C und 65% r.L. in Abh/~ngigkeit yon der Art tier Vermisehung; Gemisch 1 : 
0--0----0, Gemiseh 2: X - - X - - X ,  Gemiseh 3: .--v--v, Gemisch 4: A--A--A, 

Gemiseh 5: e - - o - - o  

Die Fettspal~ung in den Misehungen 2, 3 und 5 is~ gering; sie lieg~ etwa in 
gleieher H6he. Den gerings~en Be~rag erreieht die Lipolyse bei der Misehung 2, bei 
der die Cellulose mit  Lipase impr~gniert wurde. ~ r t  kSrmte sieh denken, dal] dutch 
die H a ~ u n g  des Enzyms an der Cellulose ak~ive Zen~ren abgedeekt werden, so dal3 
die Ak~ivi~t  rednzier~ erseheinL Ffir eine solehe Auffassung warden die Unter- 
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suehungen yon Roozen u. Pilnik [12] spreehen. Bei einer Wiederholung der Versuche 
wurden die gleichen Ergebnisse erhalten. 

1Waeh den Ergebnissen dieser Versuche wird man sagen kSnnen, dab der Art tier 
Verteflung des Substrates und der Art des Aufbringens des Substrates eine erhebliehe 
Bedeutung ffir die Gesehwindigkeit der Reaktion zukommt. Da bei den Untersu- 
ehungen yon Purr  [8] die Aufbringung der Triglyeeride identiseh war mit dem Vor- 
gehen bei Misehung 1, liegt es nahe, zu vermuten, dab die fiberrasehende Fettsl0al- 
tung bei Purr  mit dieser giinstigen Verteflung zusammenh/~ngen muB. t t ier  wird 
gewissermaBen die Enzym-Substrat-Zwisehenverbindung sehon vor Versuchsbeginn 
hergestellt. Es ist naeh diesen Ergebnissen weiterhin anzunehmen, dab alle MaBnah- 
men, die zu einer Verbesserung des Kontaktes zwischen Enzym und Substrat fiihren, 
sieh in einer Steigerung der Liloolyse/~uBern mfissen. Infolgedessen sollte aueh die 
Druekbelastung einer Misehung yon EinfluB sein. 

Einflu[3 einer Druckbelastung au] die Z@olyse 
Zur Untersuchung dieser l~rage wurde yon einer Mischung 100 g entfettetem, aber noeh 

lipaseaktivem Haferschrot und 10 g Trilaurin die eine ttilfte unter Druck bei 30 ° C und 45% r.L. 
gelagert, wghrend die andere H~lfte ohne Druckbelastung, abet unter sonst gleichen Bedingungen 
aufbewahr~ wurde. Die Druekbelastung wurde auf einfache Weise hergesteUt: Je 2,5 g des Ge- 
misehs wurden in einer Petrischale ausgebreitet und mit einer etwas kleineren, abet seitlieh gut 
einpassenden Petrisehale abgedeckt. Auf diese Schale wurde ein 500 g-Gewieht gesetzt. 

Das Ergebnis ist der Tab. 1 zu entnehmen: Die enzymatisehe t tydrolyse eines 
festen Triglyeerids kann demnach durch Druek, d. h. dutch diehtere Paekung des 
Enzym-Substrat-Gemisehes, besehleunigt werden. Diese Ergebnisse sind iiir die 
Lagerung yon Troekenlorodukten, die lipaseaktives Material, z. B. Getreidemahlpro- 
dukte und Fet te  enthalten, yon Bedeutung. 

Tabelle 1. Enzymatische Hydrolyse yon Trilaurin im Gemisch mit entfettetem ttaferschrot bei 
Lagerung unter 30 ° C und 45% r.L., mit und ohne Druckbelastung 

Verbrauch an ml n-l~aOH/lO0 g Mischung nach 
0 2 5 11 18 Tagen 

ohne Druck 3,50 3,34 4,56 5,24 6,78 
mit Druck 3,50 3,42 5,28 6,74 9,24 

Hydrolyse in % nach 
0 2 5 11 18 Tagen 

ohne Druck 0 0 2,5 4,1 7,6 
mit Druck 0 0 4,1 7,5 13,4 

Diskussion 

Unsere Ergebnisse lassen sich zusammen mit den Befunden yon Purr  jetzt in 
folgender Weise einheitlieh interpretieren: 

Die enzymatisehe Hydrolyse yon Triglyeeriden ist bei relativen Luftfeuchtigkei- 
ten unterhalb des BET-Punktes,  also im Bereieh der monomolekularen Adsorption, 
selbst bei einer r.L. yon 2%, noch m6glieh, wenn das Substrat in flfissiger Phase vor- 
liegt. 

Aneh die Untersuchungen yon Caillat [13] zeigen, da$ in einem Gemisch Weizen- 
kleie-Oliven51 bei sehr niedriger r.L. unter 10% enzymatisehe Lipolyse stattfinden 
kann. Feste Triglyeeride werden unter diesen Bedingungen nieht gespalten, so welt 
es sieh um einheithche, definierte, kdstalline Verbindungen handelt. Wird das Sub- 
strat  in Form yon natiirliehen festen Fet ten angeboten, also als Misehung versehiede- 
net Triglyceride, dann kann, so welt Antefle an flfissiger Phase vorhanden sind, 
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bei  sehr  n iedr iger  r .L.  (z. B. bei  2%)  eine Hydro ly se  beobaeh te t  werden.  Sie wird  in  
der  Regel  min imal  sein. I h r  Umfang  wird  yore  Antef l  an  flfissiger Phase  in d iesem 
F e t t  abh/~ngen und  davon,  wie eng tier K o n t a k t  zwisehen E n z y m  mad S u b s t r a t  dureh  
den  Misehvorgang herges te l l t  worden ist.  Es  is t  ffir die Lipolyse  in e inem wasserar-  
men  Lebensmi t t e l  n ieh t  gleiehgiil t ig,  in weleher W e i s e  das  Subs t r a t  zugegeben u n d  
ve r t e i l t  worden ist .  Bei  h6herer  r .L.  k6nnen feste Tr ig lyeer ide  hydro lys ie r t  werden,  
wenngleich in  e inem wesent l ieh geringeren Ausmal~ als fliissige. 
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On the  De t e rmina t i on  of Po lypheno lox idase -Ac t iv i ty  in  P o t a t o e s  

Summary. The method of ¥oigt and Noske for the determination of polyphenoloxidase (PPO) 
was modified for analysis in potatoes by determining the pH-optimum with pH 5,8 in phosphate 
buffer and the temperature optimum with 22°C. The PPO was completely inhibited by 5.10 -~ 
tool cystein; the prepared aceton-dried samples can be preserved in the exsiceator for 3 weeks 
without any loss of activity. 

Zusamqnen/assung. Die yon Voigt u./qoske [8, 9] besehriebene Methode zur Bestimmung der 
Phenoloxydase-Aktivit~t (PPO) wurde ffir Kartoffelknollen modlfizier~. Hierzu wurden das pH- 
Optimum mit pH 5.8 in Phosphatpuffer naeh McIlvain sowie das Temperaturoptimum mit 22°C 
ermittelt. Dutch 5 • 10 -~ tool Cystein wurde eine totale Hemmtmg der PPO festgestellt. Die 
hergestelltcn Acetontroekenpr~parate sind 3 Woehen im Exsiecator bei unver/~nderter Aktivit~t 
haltbar. 

Einleitung 
Die Polyphenoloxydase (PPO) benutzt als Substr~t o-Diphenole (z. B. Kaffees/iure) and 

Polyphenole (z. B. Chlorogens/~ure), die zu den entsprechenden o-Chinonen oxydiert werden unter 
gleiehzeitiger Hydroxylierung yon Monophenolen. 


