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Von den vier bekannten Phospholipasen kommen Phospholipase A und C in tierischen Giften, B und D 
vorwiegend in Pflanzen vor. u b e r  den Nachweis der  pflanzlichen Phospholipasen sowie deren prak- 
tische Bedeutung fur die Milchwirtschaft und die Lagerung Lecithin-haltiger Lebensmittel wird berichtet. 

Einleitung 

Enzyme, die Lecithin aufzuspalten vermogen, werden 
als Lecithinasen oder auch Lecithasen bezeichnet. Diese 
Bezeichnung verdanken sie dem Umstand, dal3 ihre Wir- 
kung zuerst und uberwiegend an Lecithin studiert worden 
ist. Da sie aber, wie sich spater zeigte, meist auch andere 
Phosphatide wie Kephalin und mitunter auch Sphingo- 
myelin anzugreifen vermogen, hatte man sie eigentlich 
Phosphatidasen nennen sollen. Die im englisch-amerikani- 
schen Sprachbereich neuerdings dafur gebrauchte Bezeich- 
nung P h o s p h o l i p a s e n  (abgeleitet von phospholipids) 
tragt diesem weiteren Wirkungsbereich Rechnung. Sie be- 
ginnt sich auch in der deutschen Literatur einzufuhren; es 
ware ihr im Interesse einer Vereinheitlichung der Nomen- 
klatur eine allgemeine Verbreitung zu wunschen. 

Die Phosphatide, die aus verschiedenen Bausteinen durch 
Ester-artige Verknupfung aufgebaut sind, konnen auf ver- 
schiedene Weise gespalten werden. Entsprechend den vier 
am Beispiel des Lecithins angedeuteten, primaren Angriffs- 
moglichkeiten sind vier Phospholipasen denkbar und heute 
auch bekannt. Hinsichtlich der Einteilung hat sich in ge- 
ringer Abwandlung der ursprunglich von A. Contardi und 
A. Ercolil) vorgeschlagenen Klassifizierung folgendes 
Schema durchgesetzt, das am Beispiel des Lecithins als 
Substrat naher erlautert sei: 

AB 
H2C0 ~~~ ---CO RI 

I B  
CHO --COR2 

~ C o  D + t 
H,CO P--:--OCH,CH,N(CH,), 

O- 
a-Lecithin 

P h o s p h o l i p a s e  A trennt aus Lecithin e i n e  Fettsaure 
ab unter Zurucklassung von Lysolecithin (oder Lysoke- 
phalin bei Kephalin als Substrat). 

P h o s p h o l i p a s e  B spaltet zwei  Fettsauren ab, wobei 
bei Einwirkung auf Lecithin Glycero-phosphorsaure-cho- 
linester iibrig bleibt. 

Phospho1ipase:C greift Lecithin unter Bildung von 
Diglycerid und Phosphorylcholin an. Dieser Cholinester 
kann auch aus Sphingomyelin gebildet werden. 

P h o s p h o l i p a s e  D setzt aus Lecithin Cholin (aus Ke- 
phalin Colamin) frei, wobei als weiteres Spaltprodukt 
Phosphatidsaure entsteht. 

Danach sind also unter Phospholipasen nrrr diejenigen 
Enzyme zu verstehen, die den Angriff auf die Phosphatid- 
Molekel einleiten. Beim weiteren Abbau der Spaltprodukte 
sind andere Enzyme beteiligt (wenn man davon absieht, 
dal3 Phospholipase B auch Lysophosphatide spaltet), z. 8. 
bei Phosphorsaure-haltigen Bruchstucken, Phospho-mono- 
esterasen oder Phospho-diesterasen. 

Von den Phospholipasen sind besonders die Phospholi- 
pasen A und C beachtet und bearbeitet worden, weil sie 
Bestandteile von Giften sind, deren toxischer Charakter 

I )  A. Contardi u. A .  Ercoli, Biochem. Z. 261, 275 [1933]. 
-~ 

eng mit ihrer lecithinolytischen Fahigkeit verbunden zu 
sein schien. Wenn dies auch nicht der Fall zu sein braucht 
(Bienengift z), Gift der brasilianischen Klapperschlange 
[Crofafus fervificus ferrificus3)], so hat dies doch dazu ge- 
fiihrt, dal3 man auch heute noch vielfach d a m  neigt, rnit 
der Bezeichnung Lecithinase die Vorstellung einer toxi- 
schen Wirkung zit verbinden4). Dem gegenuber sind die 
Phospholipasen B und D weniger bearbeitet worden, einer- 
seits weil sie harmloser sind, andererseits weil ihre Wirkung 
nur schwer verfolgt werden kann, da die Spaltprodukte von 
andern Enzymen meist weiter abgebaut werden. Hier sei 
in erster. Linie ein uberblick uber unsere Kenntnisse von 
den pflanzlichen Phospholipasen, die alle den Typen B 
und D zuzuordnen sind, gegeben. 

Phospholipase A 

Die bemerkenswert h i tze~tab i le~)  Phospholipase A, 
Komponente von Bienen- und Schlangengiften6), die aber 
auch im Pankreas 'und anderen Organen vorkommt7), ist 
spezifisch nur auf Lecithin und Kephalin eingestellt. Sie 
spaltet nur e i n e ,  aber nicht - wie man lange meinte7) - 
ausschliefilich eine u n g e s a t t i g t e  Fettsaure ab. Gestutzt 
wurde eine solche Auffassung zwar zunachst durch A. 
Contardi und P .  Lafzers) und E. A.  Zeller hat sie noch re- 
feriert'), aber bald konnte er nachweisen g), dal3 Schlangen- 
gift auch gesattigtes Lecithin anzugreifen vermag. D. J .  
Hanahan und Mitarbeiter haben in mehreren Untersuchun- 
gen gezeigt, dal3 das Enzym spezifisch nur die in a-Stellung 
gebundene Fettsaure abtrennt, gleichgultig ob sie gesattigt 
oder ungesattigt ist10). Allerdings sind die meisten Leci- 
thine so gebaut, dalj sie in a-Stellung eine ungesattigte 
Fettsaure tragenll), so dalj der SchluB, die Phospholipase 
A spalte nur eine ungesattigte Fettsaure ab, durchaus ver- 
standlich war. Hanahan hat die von ihm sorgfaltig ge- 
reinigten Lecithine in Ather gespalten, also in einern fur 
enzymatische Vorgange ungewohnlichen Medium. Er  
hatte fruher beobachtet l a ) ,  da8 der Phospholipase A-Le- 
cithin-Komplex - nicht aber das Enzym selbst - rnit Ather 
ausschuttelbar ist, und dal3 hier die Spaltung etwa mit glei- 
cher Geschwindigkeit wie im wal3rigen Milieu ablauft, ein 
Umstand, welcher die Isolierung der Spaltprodukte erheb- 
lich vereinfacht. 

2, W. Neumann Naturwissenschaften 47, 322 [1954]. 
W. P. Neumhnn, Naturwissenschaften 42, 370 [1955]; W. P. 
Neumann u. E. Habermann, Biochem. 2. 327, 170 [1955]. 

4, Obrigens werden die Phospholipasen - und zwar alle Typen - 
in dem neuesten Standardwerk der Enzyrnologie: The Enzymes 
von J .  B. Sumner u. K .  Myrbuck New York 1950 Bd. I. Teil 2 
S. 986, unter dem Titel ,,Enzymks as  essential cbrnponents of 
bacterial and animal toxins" gefuhrt. 

5 ,  Nach A. C .  Roy, Indian J. med. Res. 26, 249 [1938], C. A. 7939 11 
1108 vertragt z. B. die Phospholipase A des Cobra- und Viperiden: 
gifts 15-20 min Erhitzen auf Siedetemperatur. 

6,  Neuere ubersichten: W. Neumann, Naturwissenschaften 47, 322 
119541: K .  Slofta. Exoerientia 9. 81 119531. 

') S i e h e z .  B. E. A. Zeiler in: The E&ym&, herausgeg. v. J .  B. 
Sumner u. K. Myrback, New York 1950. Bd. I .  Teii 2. S. 989. 
A. Contardi u. P. Latzer, Biochem. Z. 797, 222 [1928]. 
E .  A. Zeller ,  Federation Proc. 17, 316 [1952]. 

lo) D. J .  Hanahan M. Rodbell u. L. D. Turner J. biol. Chemistry 
206, 431 119541: D. J .  Hanahan,  ebenda 209, 879 119541 u. 277, 
31.1 r i g ~ i .  
D.- j .  HaAahan, ebenda 2 / 1 ,  313 u. 321 [1954]. 

12) D. J .  Hanahan, ebenda 195, 199 [1952]. 

Angew. Chem. 1 68. Jahrg. 1956 1 Nr. 17/18 



Bei diesem interessanten Arbeitsverfahrenlz), das so- 
wohl auf Phospholipase A aus Schlangengift (von Naja  
nuja und Crotalus) als auch auf diejenige aus Pancreatin 
(Handelspraparate amerikanischer Herkunft) anwendbar 
war, wird das Enzympraparat bei pH 6,O mit reinem Leci- 
thin gemischt und anschliebend - also erst nach Bildung 
des Enzym-Substrat-Komplexes - wird zweimal mit Ather 
ausgeschuttelt. Die Atherextrakte stellt man zur Bebru- 
tung bei Raumtemperatur ab. Die Hydrolyse wird an der 
Bildung freier Fettsauren verfolgt und ist im ubrigen er- 
kennbar am Auftreten einer Triibung, die schlierjlich in 
einen gelatinosen Niederschlag ubergeht, der als Lyso- 
lecithin zweifelsfrei identifiziert werden konnte. Das fur die 
Hydrolyse notwendige Wasser steht in diesem mit Wasser 
gesattigten Ather-Auszug ausreichend zur Verfiigung. 
Chloroform oder Petrolather konnen den Ather nicht er- 
setzen. 

Beim Bienengift IaOt sich die Phospholipase A von den 
anderen fur  die G i f t w i r k u n g  wesentlicheren Komponen- 
ten gut abtrennen2), beim Gift der Klapperschlange (Cro- 
talus terrificus terrificus) ist dies erst vor kurzem3) ein- 
wandfrei gelungen. Der Hauptbestandteil des Klapper- 
schlangengiftes, das Cro t o x i n ,  das in sich neurotoxische 
und hamolytische Aktivitat vereinigt, verhalt sich in der 
Ultrazentrifuge13) und bei der Elektrophoresel4) wie eine 
einheitliche Substanz und ist auch in Form schon ausgebil- 
deter Kristalle (quadratische Plattchen) zu gewinnen14a). 
Einige Beobachtungen wiesen jedoch darauf hin15), daD 
die beiden Wirkungen verschiedenen Proteinen zukommen. 
Die Trennung dieser einheitlich erscheinenden Substanz 
in zwei verschiedene EiweiDkorper gelang W .  P. Neu-  
m u m 3 )  durch Chromatographie an Amberlite I R C  50. 
Bei Verwendung von 0,2 m Phosphatpuffer vom pH 6,8 
bleibt die Phospholipase A auf der Saule zuruck, wahrend 
das fur die Allgemein-Toxizitat ver antwortliche Toxin 
eluiert wird. Mi t  einem Phosphatpuffer vorn pH 7,4 (0,4 m 
beziiglich PO,3-, 1,0 m bezuglich NaCI) lieR sich anschlie- 
Bend die Phospholipase A von der Saule ablosen. Der die 
Gesamttoxizitat des Crotoxins in sich vereinigende EiweiB- 
korper, das Crotactin, ist frei von Phospholipase A-Wir- 
kung. Umgekehrt besitzt die abgetrennte Phospholipase A 
keine Allgemein-Toxizitat. 

Die hamolytische Eigenschaft gewinnt die Phospholipase 
A von Bienen- und Schlangengift erst bei der Einwirkung 
auf Lecithin, wobei ein Hamolysin, das Lysolecithin, ge- 
bildet wird2). Daneben enthalt aber das Bienengift zum 
Unterschied vom Klapperschlangengift noch einen direkt 
wirkenden hamolytischen Faktor2- 16). 

Phospholipase A wird fur die H e m m u n g  d e r  H i t z e -  
k o a g u l a t i o n  des Eigelbs durch Bienengift verantwortlich 
gernachtl?). Weiterhin vermag sie einige an der Dehy- 
drierung verschiedener Substanzen beteiligten Enzymsy- 
steme zu inaktivieren. So wird die Bernsteinsaure-Dehy- 
drierungdurch Bienengift und Schlangengifte gehemmt17a18). 
DaD dafiir die Phospholipase A und nicht etwa andere In- 
haltsbestandteile der Gifte verantwortlich zu machen sind, 
geht schon allein aus der Tatsache hervor, daB die Phos- 
pholipase A aus Pankreas im gleichen Sinne wirksam iStlsa). 

~~ 

13) N .  Grafen u. The Svedberg, Biochemic. J. 32, 1375 [1938]. 
14) Ch. H .  L i  u. H.  Fraenkel-Conrat, J. Amer. chem. SOC. 64, 1586 

14&) K .  Slotta u. H .  Fraenkel-Conrat, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1076 

15) Naheres siehe K .  Slofta, Experientia 9, 85 u. 86 [1953]. 
lo) W .  Neumann. E .  Habermann u. H .  Hansen, Arch. exp. Path.  u. 

[1942]. 

[ 19381. 

' Pharmakol. 2'17 130 [1953]. 
9 W. Neumann Nhturwissenschaften 47,323 [19541; A. Fleckenstein 

u. B.  Fettig, 2. Naturforsch. 6 b ,  213 [1951]. 
I * )  A. Fleckenstein H .  Tippelt u. H .  Kroner, Arch. exp. Path.  LI. 

Pharmakol. 276, 380 [1950]; a )  A. P. Nygaard u. J .  B .  Sumner ,  
1. biol. Chemistrv 200, 723 [19531; b)  B. M. Braganca, Bioche- 

kic .  J. 53, 88 [1953]. 

Auch die an der Oxydation von Brenztraubensaure und 
1-Glutaminsaure in Gehirnhomogenaten beteiligten Enzym- 
systeme werden inaktiviertlgb). Andere Enzyme wie Cyto- 
chromoxydase des Gehirns und Cholinoxydase der Leber 
werden weniger stark beeinflufit 18a, b).  Die oxydative 
Phosphorylierung in Leberhomogenat wird ebenfalls durch 
die Phospholipase A aus Bienen- und Schlangengiften ge- 
hemmtlg). Vermutlich wird in diesen Fallen eine fur die 
Wirksamkeit der Enzymsysteme wesentliche Komponente, 
ein Phosphatid, abgebautl7). Zwingend ergibt sich eine 
solche Erklarung aus den Beobachtungen von W.  W .  
Kielley und 0. Meyerhoffzo), die durch Phospholipase C 
aus Clostridium welchii die rnit Mg aktivierbare Adenosin- 
triphosphatase, ein Lipoproteid mit einem alle Phosphatid- 
Gruppen umfassenden Phosphatid-Anteil, inaktivieren 
konnten. Die Inaktivierung des Enzyms und die Hydrolyse 
des Phosphatid-Anteils gingen parallel. 

Der Beschaftigung rnit der Phospholipase A stehen von 
der analytischen Seite her keine besonderen Schwierigkei- 
ten im Wege. Das aus Lecithin entstehende L y s o l e c i t h i n  
lafit sich an  der Auflosung gewaschener Erythrocythen ver- 
folgenz1, z 2 ) .  Ein weiterer Abbau dieses primaren Spalt- 
produktes und damit eine Komplizierung der enzymati- 
schen Untersuchung ist nicht zu befiirchten, da er eine Ver- 
gesellschaftung mit der Phospholipase B zur Voraussetzung 
hatte, die aber bei Bienen- und Schlangengiften im Ge- 
gensatz zum Wespengift 21) nie beobachtet wurde. 

Phospholipase C 

Die Phospholipase C ist in den Kulturfiltraten einiger 
pathogener Mikroorganismen vom Typ der Gasbranderre- 
ger festgestellt wordenZ3) und scheint wesentlichen Anteil 
an  der Giftwirkung zu haben. Fur Clostridium welchii 
scheint jedenfalls die Identitat des Enzyms mit dem tc- 

Toxin erwiesen, denn seine Wirksamkeit IaBt sich durch 
want i toxin hemmen24). Die Phospholipase C dieser Gifte 
ist s p e z i f i s c h  auf L e c i t h i n  eingestellt, greift Kephalin 
nicht an, vermag aber Sphingomyelin, wenn auch mit ge- 
ringerer Geschwindigkeit als Lecithin, abzubauen25). I hre 
Wirksamkeit (optimaler Bereich bei pH 7,0-7,6) ist an das 
Vorhandensein von Ca-Ionen gebunden ; darin sowie in 
ihrer Hitzeresistenz ist sie der Phospholipase A ahnlich. 
Die hamolytische Eigenschaft dieses Typs ist allerdings 
von anderer Art als diejenige der Phospholipase A. Wah- 
rend letztere diese Eigenschaft erst durch die Bildung 
eines Hamolysins, des Lysolecithins, gewinnt, wirkt die 
Phospholipase C u n m i t t e l b a r ,  und zwar durch eine struk- 
turelle Veranderung in der Wand der roten Blutkorperchen 
infolge des Lecithin-AbbausZ6). Zwischen den einzelnen 
Phospholipasen C aus den verschiedenen Stammen be- 
stehen, so weit es CI. welchii und Cl. oedematicus anbe- 
langt, nur immunologische Unterschiede, aber keine hin- 
sichtlich ihrer Enzym-EigenschaftenZ7). Dagegen unter- 
scheidet sich das Phosphatid-spaltende Enzym aus Cl. 
welchii auch enzymologisch von der Phospholipase C aus 
-___ 
10) E. Habermann Naturwissenschaften 47, 429 [1954]. F.  Netzer, 

Dissertat. WuGzburg 1952, zit. nach W. Neumann, Naturwissen- 
schaften 47, 322 [1954]. 

2 0 )  W. W. Kielley u. 0. Meyerho.f, J. biol. Chemistry 783, 391 [19501; 
776 591 [1948]. 

21) M .  'Francioli u. A. Ercoli in: Methoden der Fermentforschung, 
herausgeg. v. E .  Bamann u. K.  Myrbiick, Leipzig 1941. Bd. 2, 
S. 1689. 

22) W .  Neumann u. E.  Habermann, Hoppe-Seylers 2. physiol. Chem. 
296 166 [1954]. 
Nedere Ubersicht: W. E .  van Heyningen, Bacterial Toxins, Ox- 
ford 1950. S. 29. 

24) M .  G. Macfarlane u. B. C .  J .  G .  Knight,  Biochemic. J. 35, 884 

2 6 )  M .  G .  Macfarlane ebenda 42 587 [1948]. 
26) W. E.  van Heynihgen ebend; 35, 1257 [1941]. 
27)  M. G. Macfarlane, ebknda 42, 590 [1948]. 

[1941]. 
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dem verh2ltnismafiig harmlosen C1. bifrrmentans. Diese 
hat  ein anderes p,-Optimum und ist in ihrer Wirksamkeit 
von Ca-Ionen unabhangig. Bei gleicher Enzymaktivitat 
ist sie 60-75mal weniger toxisch als das a-Toxin aus CI. 
welchii28). Moglicherweise steht die unterschiedliche Toxi- 
zitat mit diesen differierenden Enzymeigenschaften in Zu- 
sammenhang, vielleicht sind aber auch noch andere, von 
Stamm zu Stamm schwankende Faktoren auljerhalb der 
phospholipatischen Wirksamkeit fur die Giftigkeit ver- 
antwortlich. 

Die Aktivitat des Enzyms wird meist an der Triibung 
einer Leci tho~i te l l in-Losung~~) verfolgt oder aber mano- 
metrisch an der Menge der von Phosphorylcholin aus 
NaHCO, freigemachten Kohlensaure gemessen 2g). Neuer- 
dings wird auch uber eine Phospholipase C aus tierischen 
Geweben berichtet30). Sie sol1 im Gehirn verschiedener 
Tiere nachgewiesen worden sein. Sie ist strukturgebunden 
und geht erst bei langerer Autolyse in den Extrakt  iiber. 
Ihr Wirkungsoptimum sol1 im gleichen p,-Bereich wie die 
Phospholipase C aus C1. welchii liegen. 

Die Phospholipase C ist gelegentlich auch zur I<larung 
von Konstitutionsfragen beim Lecithin herangezogen wor- 
den. C. Long und M .  F .  Maguire30a) haben gereinigtes 
Ei-lecithin mit Phospholipase C aus Cl. welchii inkubiert, 
das gebildete Diglycerid nach Hydrieren in Phosphatid- 
saure ubergefuhrt und dann an dem nach vorsichtigem 
Verseifen gewonnenen Glycerophosphat die 1 -cL-Konfigura- 
tion des Ei-lecithins erhartet. (Hier hatte die Phospholi- 
pase D rascher zum Ziele gefiihrt). D. J .  Hanahan und R. 
Vercamer30b) haben das gleiche Ergebnis mit Hilfe der 
Phospholipase C aus Cl. perfringens durch Isolierung und 
Identifizierung der 1,2-DigIyceride erzielt. Dabei wurde 
iibrigens - ahnlich wie bei der Phospholipase A ~ in einer 
Mischung von 98:; Ather und 2% Alkohol bebriitet. 

Phospholipase B und D 

Phospholipasen B sind in verschiedenen tierischen Ge- 
weben, aber auch in Pflanzen beobachtet worden. lhre 
Wirksamkeit 1a0t sich nicht ganz einfach verfolgen, da in 
den untersuchten Geweben auch mit weiteren Veranderun- 
gen der primaren Spaltprodukte durch andere Enzyme ge- 
rechnet werden mul3. Mjmche Autoren31) haben sich daher 
mit der Tatsache begniigt, daR Cholin und (oder) Phos- 
phorsaure bei der Einwirkung auf Lecithin auftreten, andere 
wie Contardi und Ercolil)  sowie Kahane und Mitarbeiter32) 
haben durch Isolierung eines charakteristischen Spaltpro- 
duktes, des Glycerophosphorsaure-cholinesters, den Phos- 
pholipase B-Typ sichergestellt. 

Dalj in tierischen Geweben auch P h o s p h o l i p a s e n  
v o m  T y p  D vorkommen, ist bisher noch nicht sicher er- 
wiesen, darf aber als wahrscheinlich gelten. Allerdings darf 
die Bildung von Cholin allein noch nicht als Kriterium fur  
eine Phospholiphase D-Wirkung gelten, da Cholin aus Leci- 
thin enzymatisch auf verschiedenen Wegen freiwerden kann. 

28) A. A. u. E. M. Miles, J. gen. Microbiology 7 ,  385 [1947]; 4, 22 

29) P. C. Zamecnik, L. E. Brewster u. F .  L ipmann,  J. exp. Med. 85, 
381 [1947]. 

3n)  K. V. Drushinina u. M. G .  Kri f zman,  Biochemie (russ.) 77,  77 
[1952]. 

30s) C. Long u. M. F .  Maguire, Biochemic. J. 55, 15 [1953]. 
D. J. Hanahan u. R .  Vercamer, J. Amer. chem. SOC. 7 6 ,  1804 

R. K a y ,  Biochemic. J. 20, 791 [19261; 22, 855 [1928]; J. biol. 
Chemistry 89,249 [ 19301 ; E. J. King, Biochemic. J. 25,799 [ 19311 ; 
E. J .  King u. J .  H. Page, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. l 9 / ,  
234 [1930]; A. Gdbel, Biochem. Z. 319, 196 [1948]; A. Gdbel u. 
H.  Seckfort, ebenda 319, 203 119481; M. Holden, Biochemic. 
J. 51, 433 [19521. 
E. Kahane u. J .  Levyl C. I?. hebd. Seances Acad. Sci. 279, 431 
[1944]; Bull. Soc. Chim. biol. 27, 544 119451; E. Kahane u. J .  
Pefiffi ls ,  ebenda 32, 482 [1950]; M. Diament, E.  Kahane u.  J .  
LPvy, C. R. hebd. SCances Acad. Sci. 235, 1058 [1952]; G. Ducet, 
Ann. agronom. 79, 184 [1949]. 

119501. 

[1954]. 

Pflanzliche Phospholipasen 
Phospholipase D 

Die Forschung iiber pflanzliche Phospholipasen, durch 
die Untersuchungen von A. Contardi und A.  Ercolil)  be- 
gonnen, hat lange Zeit ausgesetzt und ist erst wieder durch 
die Untersuchungen von D. J .  Hanahan und I .  L. Chai-- 
koff34) in Gang gekommen, die durch unterschiedliche Aus- 
beuten an Phosphatiden aus Yarotten je nach deren Vor- 
behandlung auf ein Phosphatid-spaltendes Enzym auf- 
merksam geworden ~ a r e n ~ ~ ) .  Bei der Einwirkung von 
Karottenpreljsaft auf Soja-Phosphatide konnten sie a m  
Riickgang des Cholins im Atherextrakt bei gleichbleiben- 
dem Phosphatid/P-Gehalt oder anders ausgedruckt, an der 
Anderung des P/Cholin-Verhaltnisses ein Cholin-abspal- 
tendes Enzym nachweisen. Damit war zum ersten Male 
eine Phospholipase D nachgewiesen. Das Enzym erwies 
sich als verhaltnismaljig thermostabil, sein p,-Optimum 
wurde zu 5,2-5,9 bestimmt. Dalj bei dieser Einwirkung 
Phosphatidsauren auftreten, erkennbar am P/N-Verhalt- 
nis der Lipoide, fuhrte zur Vermutung, dalj die friiher von 
A. C. Chibnall und H .  J .  C h a n n ~ n ~ ~ )  aus Kohl isolierten 
Phosphatidsauren vielleicht garnicht ursprhnglich in die- 
sem Material vorgelegen haben, sondern erst beim Aufar- 
beiten unter der Einwirkung dieses Enzyms entstanden 
sein konnten. Tatsachlich fanden Hanahan und Chaikoff 
bei den Phosphatiden aus Kohl ahnliche Verhaltnisse wie 
bei den Karotten-Phosphatiden: Nur bei vorhergehender 
Dampfbehandlung, nicht aber bei der Extraktion des rohen 
Kohls konnten sie Phosphatide mit hohem Cholin-Gehalt 
i s o l i e ~ e n ~ ~ ) .  Damit waren also die Phosphatidsauren als 
Artefakte anzusprechen, die bei dem von Chibnall und 
Channon gewahlten Verfahren (Mahlen der Blatter und 
allmahliches Erhitzen auf 70 "C, wodurch das Enzym noch 
keineswegs vollstandig inaktiviert ist) leicht gebildet wer- 
den. Die Extraktion mit Ather wirkte zusatzlich fordernd, 
denn M .  Kates38) konnte zeigen, da13 durch Ather-Sattigung 
der Ansatze die enzymatische Wirksamkeit erheblich ge- 
steigert werden kann. 

Die Befunde von Hanahan und Chaikoff haben auf ver- 
schiedene Arbeitskreise anregend gewirkt. Die Ergebnisse 
sind bald bestatigt worden3*, 39), und das Enzym wurde 
auch in anderem pflanzlichem Material nachgewiesen : .in 
Weizen, Gerste, Hafer40), Spinat, Z u ~ k e r r u b e n b l a t t e r ~ ~ ) ,  
B a u m ~ o l l s a m e n ~ ~ ) ,  besonders aktiv wurde es in Weizen- 
keimen und Ger~ tenmalz4~)  gefunden. Auch in Heuea 
brasiliensis wurde eine solche Phospholipasena~hgewiesen~~).  

Hanahan und C h a i k ~ f f ~ ~ )  hatten Soja-Phosphatide als 
Substrat verwendet und dabei wahrscheinlich machen 
konnen, dalj auch Kephalin von diesem Enzym gespalten 
wird. W .  G .  Rose42) hat spater in Ansatzen aus Karotten- 
und Kohlpreljsaften mit Soja-Phosphatiden (Gemischen, 
in denen neben Lecithin auch Kephalin vorliegt) nach Per- 
jodat-Einwirkung das aus den Spaltprodukten (Colamin, 
Serin) gebildete Ammoniak bestimmt und damit bewiesen, 
da8 auch Kephalin hydrolysiert wird. Mit der gewahlten 
Methodik war allerdings eine Entscheidung dariiber, ob 
sowohl Colaminkephalin als auch Serinkephalin, (die 
beide in Soja-Phosphatiden vorkommen sollen) aufgespal- 
ten wird, nicht zu treffen. H .  L.  Tookey und A. K.  B a / l ~ ~ ~ )  
haben neuerdings mit der gleichen Methodik und ebenfalls 

34) D. J .  Hanahan ti. I .  L .  Chaikoff ,  J. biol. Chemistry 769, 699 
35) Ebenda 768. 233 119471. 
36j A.  C. Chibnall u.'H. j .  Channon, Biochemic. J. 27, 233 
37) D. J .  Hanahan u. I.L. Chaikoff ,  J.  biol. Chemistry 172, 191 
38)  M. Kates. Nature 1Londonl 772. 814 119531. 
3gj L:-Acker,' W .  Diem'air ti.- R'. J a i e r ,  Bihcheh. Z. 322, 471 
4 0 )  L. Acker 11. G .  E m s t ,  ebenda 325, 253 [1954]. 
411 R. H. Smith. Biochemic. I. .56. 240 llY541. 
42j W. G .  Rose, Food Techno[ 4, 230 [1650]. ' 
49 H .  L. Tookey u. A. K. Balls, J. biol. Chemistry 218, 213 

1 [ 19471. 

[I  9271. 
[ 19481. 

[1952]. 

119561. 
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an Soja-Phosphatiden die Spaltbarkeit des Yephalins 
durch eine Phospholipase D aus Baumwollsamen bestati- 
gen konnen. Sie haben indessen bei der papierchromato- 
graphischen Analyse der Spaltstiicke kein Serin, sondern 
lediglich C o l a m i n  gefunden. Sie schlieRen jedoch daraus 
weniger auf mangelnde Angreifbarkeit des Serinkephalins 
durch ihr Enzym, sondern bezweifeln vielmehr das Vor- 
kommen von Serinkephalin in Soja-Phosphatiden. Die 
Frage, ob die Phospholipase D auch die Hydrolyse von Serin- 
kephalin katalysiere, ist somit nach wie vor unentschieden. 

Die in verschiedenem pflanzlichen Material bisher nach- 
gewiesenen Enzyme von Phospholipase-D-Wirkung stim- 
men in ihren wesentlichsten Eigenschaften gut iiberein. 
Das Temperaturoptimum der Aktivitat liegt bei 25 bis 
30 "C34, 3 7 ,  39, 40,  41) und die Temperaturabhangiglteits- 
kurve verlauft nach hoheren Temperaturen ziemlich flach, 
gleichgiiltig ob es sich um das Enzym aus Karotten34), 
Kohl37) oder Gerstenmalz40) handelt. M .  hat bei 
der Phospholipase D der Spinat-Chloroplasten nach 10 min 
Erhitzung auf 70 "C eine vollstandige Inaktivierung er- 
reicht. Das p,-Optimum ist flach und liegt zwischen pH 5 
und 634, 3 7 ,  39, 40,  41, 43), nur bei dem Enzym der Chloro- 
plasten von Spinat und Zuckerriiberblattern hat K a t e ~ * ~ )  
ein etwas abweichendes Optimum bei pII 4,7-4,8 gefunden. 

Die Aktivitat in den Extrakten oder PreBsaften liegt 
verhaltnismaljig niedrig. Dies hat neben den analytischen 
Schwierigkeiten bei der Erfassung der Spaltprodukte dazu 
beigetragen, daB die Existenz eines solchen Enzyms so 
lange verborgen blieb. Starke Aktivitaten, die schon in 
wenigen Minuten zu erheblichen Spaltungsgraden fiihren, 
hat M .  Kates 38, 44) durch Ultrazentrifugieren erhalten. 
Bei seinen PreBsaften aus Spinat, Zuckerriibenblattern, 
Yarotten und Kohl lie13 sich bei diesem Vorgehen die ge- 
samte Aktivitat im Ruckstand anreichern, und zwar war 
sie in den Chloroplasten bzw. Plastiden lokalisiert. Das 
durch Ultrazentrifugieren geklarte Cytoplasma war frei 
von Phosphatid-spaltender Wirkung. Kates berichtet so- 
gar von einer gewissen Hemmwirkung des Cytoplasmas 
auf die enzymatische Lecithin-Spaltung. Es ist daher nicht 
ausgeschlossen, daR unsere negativen Befunde an PreRsaf- 
ten aus Spinat39) durch diese Befunde von Kates erklart 
werden. Andererseits scheint das Enzym nicht in allen 
Sorten in gleich aktiver Form vorzuliegen. So haben wir 
im Falle der Yarotten3*) bei manchen Sorten vollig inak- 
tive PreBsafte gefunden. Kates vermutet nach seinen Er- 
gebnissen, daB die Phospholipase D auch in anderen Pflan- 
zen an Plastiden gebunden sei. Wir sind bei Versuchen 
mit Extrakten aus Gerstenmalz dieser Frage nachgegangen 
und haben dabei in den durch Ultrafiltration und Ultra- 
zentrifugieren (68000 g) geklarten Extrakten die volle Ak- 
tivitat in der klaren Losung gefunden, die Ruckstande wa- 
ren i n a k t i ~ ~ ~ ) .  H .  L. Tookey und A .  K.  Balls43) haben a n  
der Phospholipase D aus Baumwollsamen ebenfalls zeigen 
konnen, daB das Enzym wasserloslich ist und durch Ultra- 
zentrifugieren (bei 26360 g) nicht abgeschieden werden 
kann. Dieser Widerspruch zu den Befunden von Kates 
laBt sich vielleicht durch die Annahme erklaren, daR die 
Lokalisierung des Enzyms sich in den verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien der Pflanze andern kann. Ahnliche Ver- 
haltnisse sind z. B. von der Phosphorylase bekannt gewor- 
den&@), die im embryonalen Gewebe im Zellsaft frei vor- 
liegt, bei der ausgewachsenen Pflanze sich aber in den Pla- 
stiden konzentriert. 

44) M .  Kates, Canad. J. Biochem. Physiol. 32, 571 [1954]. 
45) L. Acker u. H .  Bucking Z .  Lebensmittel-Unters. u. -Forsch. (im 

Druck);  diese Ztschr. d8, 120 [1956]. H .  Bucking, Diss. Frank- 
furt /M. 1955. 

4'3) E. Krech, Beitr. z. Biologie d. Pflanzen 30, 394 [1954]. 

Wir haben bei den neueren U n t e r s u c h ~ n g e n ~ ~ )  die Methodik, 
urn die Phospholipase n-Aktivitat zu verfolgen, dahingehend ab- 
geandert, dalj wir als Ma0 fur die Wirknng nicht mehr den Riick- 
gang des Lecithins, sondern das Auftreten froien Cholins in den 
Ansatzen genommen haben. Das in den Ansbtzen wegen storender 
Stoffe schwer zu bestimmende Cholin laljt sich naeh A. Rejek und 
S. S i r S 0 )  durch Adsorption a n  Permutit isolieren. Man kann es 
dadurch auch von Lecithin nnd vou Cholinestern wio Glycero- 
phosphorsaure-cholinester und Phosphoryl-oholin abtrennen. 
Eluiort wird mit Kaliumnitrat-Losung. Das night aufgespaltene 
Lecithin wird durch Ausschuttoln rnit Ather oder noch besser 
durch Behaudeln rnit IsopropanoliBenzol ausgezogen. So lassen 
sich die Cholin-Verbindungen glatt in drei Fraktionen trennen: Leci.. 
thin, freies Cholin und wasserlosliche Cholinester. Die Mengenverhalt- 
nisse werden iiber die Cholin-Gehalte (bei Lecithin und den Estern 
nach Hydrolyse) ermittelt. Da die Bestimmung des Cholins nach 
der Methode von Roman (Fallung als Cholin-enneajodid und Ti- 
tration des koinplex gebundenen Jods; bei Benutzung des berich- 
tigten47y 4 8 )  Faktors 0,1515 mg fur 1 ml 0,Ol n Natriumthiosulfat- 
Liisung nunmehr genau arbeitend j in  Gegenwart van EiweilJ- 
stoffen Schwierigkeiten bereitet, haben wir uns s ta t t  dessen der 
von G. Ducet und E .  K a h ~ n e ~ ~ )  empfohlenen Behandlung mit 
20-3Oproz. SalpetersLure bedient und dabei sehr gute Erfolge 
erzielt. Bei nur zweistiindigem Erhitzeu mit 2Oproz. Salpeter- 
saure wird Cholin nur in  zu vernachlassigender Menge angegriffen; 
bei Modellversuchen wurden die eingesetzten Cholin-Mengen im- 
mer quantitativ w i e d e r g e f ~ n d e n ~ ~ ) .  Durch diese Behandlung wird 
allerdings auch Glycerophosphorsaure-cholinester vollstandig 
hydrolysiert, nicht aber Phosphorylcholin, das eine solche drasti- 
.sche Behandlung fast unversehrt iibersteht. Das cxtrahicrte Le- 
cithin wurde eur Cholin-Bestimmuug ebenso hydrolysiert. Durch 
Verwendung eines besonders sorgfaltig gereinigten Lecithins - 
nach der Vorschrift van W .  C. Pangborn51) - haben wir die Mog- 
lichkeit der Bildnng anderer N-haltiger Spaltprodukte van vorn- 
herein ausgeschlossen. 

Somit haben wir die Eigenschaften der Phospholipase D 
aus Gerstenmalz exakter verfolgen konnen, als dies bisher 
moglkh war. Die Erhohung der Aktivitat durch Ather 
haben wir bestatigt, allerdings nur um etwa 750/,  wahrend 
bei Kates3a) sich die phospholipatische Aktivitat in den 
Chloroplasten um das 7--8fache hatte steigern lassen. Man 
darf vielleicht annehmen, dab bei Zugabe von Ather die 
Micellen des gelosten Lecithins aufgelockert und dadurch 
leichter angreifbar werden. Calcium beeinfluBt die Phos- 
pholipase D nicht, Natriumfluorid hemmt dagegen etwas, 
ohne aber an die Hemmwirkung auf Phosphatasen heran- 
zukommen. Durch diese unterschiedliche Hemmwirkung 
des Natriumfluorids lieBen sich bei unseren Untersuchun- 
gen an Gerstenmalzextrakten die bei der Lecithin-Spal- 
tung entstehenden Phosphatidsauren nachweisen, die 
ohne diese Hemmung glatt  - offenbar von Phosphatasen ~- 

weiter aufgespalten werden. 
M .  Katessoa) hat  in neueren Untersuchungen die bei der 

Einwirkung seiner Plastidenfraktionen auf Lecithin ge- 
bildete Phosphatidsaure isoliert, die in diesem Milieu von 
der weiteren enzymatischen Aufspaltung (der Abspaltung 
von Phosphorsaure) in nur geringem Umfange betroffen 
wird. Uberraschend ist seine Beobachtung, daB Spinat- 
chloroplasten aus Lecithin neben freiem Cholin auch Phos- 
phoryl-cholin freisetzen. Die Moglichkeit der Bildung die- 
ses Cholinesters durch Phosphorylierung freien Cholins 
oder durch Spaltung eines etwa intermediar gebildeten 
Glycerophosphorsaure-cholinesters konnte Kates ausschlie- 
Ben. Wenn dieser Befund sich bestatigen sollte, so ware 
zum ersten Male in Pflanzen auch eine Phospholipase C 
aufgefunden worden. 

Phospholipase B 
Die ersten Untersuchungen iiber eine Phospholipase B 

gehen auf A.  Contardi und A.  Ercolil)  zuriick, die dieses 
47) G. Ducef u. E. Kahane, Bull. SOC. Chim. biol. 28, 799 [1946]. 
48) L. Acker u. H. Bucking, 2. analyt.  Chem. 743,  352 [1954]. 
4 9  L. A c k y  u. G .  E p ,  ebenda 742, 5 [1954]. 
5 0 )  A .  Rejek u. S .  S ir ,  Naturwissenschaften 47, 119 fl9541; a)  M .  

Kates, Canad. J. Biochem. Physiol. 33, 575 [1955]. 
51) W. C .  Pangborn, J. biol. Chemistry 788, 471 [1951]. 
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Enzym in Reiskleie und Extrakten aus Aspergillus oryzae 
nachgewiesen haben. Bei den Untersuchungen an Reis- 
kleie wurde das Enzym von stdrenden Begleitenzymen, 
welche das primare Spaltprodukt hatten weiter auftrennen 
konnen, insbes. von dem von den Autoren (etwas ungluck- 
lich) als Cholino-phosphatase bezeichneten, auf Glycero- 
phosphorsaure-cholinester eingestellten Enzym durch 
Bleiacetat-Fallung abgetrennt. Die Phospholipase B, die 
nach Behandlung des Bleiacetat-Niederschlages mit H,S 
und Zentrifugieren in der uberstehenden Flussigkeit vor- 
liegt, war allerdings von geringer Aktivitat. So war Lyso- 
lecithin erst nach neun Tagen vollstandig gespalten, die 
Ansatze mit Lecithin blieben mitunter 20 Tage stehen. 
Extrakte aus Aspergillus oryzae wurden rascher aufgespal- 
ten, gleichzeitig fie1 aber hier der Cholinester schneller der 
weiteren enzymatischen Hydrolyse anheim. 

In tierischen Geweben wurden spater Enzymwirkun- 
gen der gleichen Art f e s t g e ~ t e l l t ~ ~ ) .  Jedoch ist uber eine 
Phospholipase B in Pflanzen lange nicht mehr berichtet 
worden. Im Arbeitskreis von E .  Kahane hat dann G. Du- 
ce t j3 )  zeigen konnen, daR in verschiedenen von ihm unter- 
suchten Pflanzen wie Sojabohnen, Erbsen, Kartoffeln, Ge- 
treide, zu Beginn der Wachstumsvorgange nicht nur Cho- 
lin, sondern auch Glycerophosphorsaure-cholinester aus 
dem pflanzeneigenen Lecithin gebildet wird. Er  hat zwar 
in seinen Untersuchungen vorwiegend die Veranderungen 
und relativen Verschiebungen in den drei Cholin-Frak- 
tionen (Lecithin-cholin, Glycero-phosphorsaure-cholinester 
und freies Cholin) wahrend der einzelnen Wachstumssta- 
dien dieser Pflanzen ~ e r f o l g t ~ ~ ) ,  ohne die daran beteiligten 
Enzymsysteme zu studieren, hat aber doch aus seinen Er- 
gebnissen den Schlulj ziehen konnen, daR in diesen Pflan- 
zen neben einer Phospholipase D auch noch eine solche 
vom B-Typ vorkommen m i i s ~ e ~ ~ ) .  

Einige Ergebnisse unserer Untersuchungen uber die 
Phospholipase D des G e r ~ t e n m a l z e s ~ ~ ) ,  waren nur  durch 
eine gleichzeitige Phospholipase B-Wirkung erklarbar. 

Bei einer Cholin-Bilanz nach Einwirkung von Gersten- 
malz auf gereinigtes Lecithin war uns aufgefallen, dalj trotz 
vollstandiger Aufspaltung des Lecithins nur etwa 40% des 
urspriinglich im Lecithin gebundenen Cholins als freies 
Cholin hatten erfaBt werden konnen. Es zeigte sich, da13 
dieser fehlende Anteil als wasserloslicher Cholinester vor- 
lag. Da er im Gegensatz zum Phosphoryl-cholin, dem ein- 
zigen Cholinester, der hier noch in Frage kam, bei der von 
uns ublicherweise angewendeten zweistundigen Behand- 
lung rnit Salpetersaure vollstandig hydrolysiert wurde, 
konnte es sich nur um Glycero-phosphorsaure-cholinester 
handeln; das Enzym muI3te also eine Phospholipase B 
sein. Tatsachlich lieljen sich auch die der Menge des wasser- 
loslichen Cholinesters entsprechenden Aquivalente an 
freien Fettsauren nachweisen. Fur die weiteren Unter- 
suchungen war richtungweisend, dalj die Phospholipase B- 
Wirkung in Gerstenmalzsuspensionen starker war als in 
Extrakten aus der gleichen Menge. Die Vermutung, daW 
das Enzym an Zellelemente gebunden sein konnte, besta- 
tigte sich: Mehrfach mit Wasser behandelte Malzmehle 
blieben aktiv, die triiben Extrakte verloren beim Ultra- 
filtrieren und Ultrazentrifugieren (68000 g) ihre Phospholi- 
pase B-Wirkung weitgehend, ohne aber die Phospholipase 
D-Aktivitat einzubuI3en. Die Phospholipase B fand sich 
im u n l o s l i c h e n  A n t e i l  und war ihrerseitsfrei von Phos- 
s2) S. Belfanti, A .  Ercoli u. A. Contardi, Ergebn. Enzymforsch. 5, 

213 r i 9 x i .  
63)  G. D&et-'Ann. agron. 79 184 [1949]. 
s4) G .  Ducet: Diss. Paris 1949. Aus der nachtraglich zuganglich ge- 

wordenen Dissertation ist zu entnehmen, da8 Ducet das freie 
Cholin in der gleichen Weise wie Reiek und S i r s 0 )  und wir abge- 
t rennt  hat. 

6 6 )  G. Ducet, ebenda S. 79. 

pholipase D. Da die Phospholipase B durch gewohnliches 
Zentrifugieren (etwa 3000 Ujmin) nicht abgetrennt wird, 
ist das Enzym vielleicht in Plastiden, die erst bei hohen 
Zentrifugalbeschleunigungen ~edimentieren'~), lokalisiert. 
Wahrscheinlich war auch das von A. Confardi  und A. 
E r c o f i l )  gefundene Enzym strukturgebunden. 

Noch wirksamer und dabei einfacher gelingt die Abtren- 
nung der beiden Lecithin-spaltenden Enzyme beim Durch- 
lauf durch eine P e r m u t i t s a u l e * ) ,  die, wie schon A. Re- 
iek und S. v. S i r 9  fanden, die Phospholipase D quantita- 
tiv festhalt oder aber, was vorlaufig nicht auszuschlieljen 
ist, inaktiviert. Die Phospholipase B dagegen lauft nach 
unseren Feststellungen45) ohne jeglichen Verlust an Ak- 
tivitat durch. Damit IieRen sich nun die Eigenschaften der 
Phospholipase B bequem studieren. Das Enzym besitzt 
ein p,-Optimum bei 6,0-6,3 und ein Temperaturoptimum 
bei 2 5 O C .  

Die Phosphatid-spaltende Wirkung der unbehandelteti 
Gerstenmalzextrakte geht also auf zwei verschiedene En- 
zyme zuruck, von denen sich die Phospholipase B als das 
bei weitem wirksamere erwies. Nach den bisherigen Be- 
funden mu13 angenommen werden, dalj die Phospholipase B 
im ruhenden Gerstenkorn noch nicht in aktiver Form vor- 
liegt, sondern sich erst beim Yeimen bildet. Die Phospholi- 
pase D dagegen ist bereits im Ruhezustand des Korns 
nachweisbar und scheint beim Keimen an Aktivitat nicht 
zuzunehmen. 

Bei der Suche nach den Phosphatidsauren als den Be- 
weisstucken fur  eine Phospholipase D-Wirkung war u ~ s ~ ~ )  
aufgefallen, daR mehr freies Cholin gefunden wurde, als der 
Menge der ermittelten Phosphatidsaure entsprach. Bei 
diesen Untersuchungen waren die beiden Enzyme noch 
nicht getrennt worden, weil wir damals die Gegenwart 
zweier verschiedener Phospholipasen noch gar nicht ver- 
mutet hatten. Erst nachtraglich kam der Gedanke, dalj 
die zusatzliche Menge an Cholin aus einer Aufspaltung des 
Glycero-phosphorsaure-cholinesters stammen konnte. Dalj 
der Gerstenmalzextrakt dazu wirklich in der Lage ist, ha- 
ben wir in Ansatzen zeigen konnen, die diesen Cholinester 
frei von freiem Cholin und Lecithin enthielten. Wir ver- 
muteten, daB hierfdr das gleiche Enzym verantwortlich 
sein kijnnte, das auch aus Lecithin Cholin frei setzt, so daB 
dann die Phospholipase D - im Gegensatz zu den anderen 
Typen - nicht ein spezifisch auf Phosphatide eingestelltes 
Enzym ware, sondern eine P h o s p h o - d i e s t e r a s e ,  die 
auch andere Phosphorsaure-diester allerdings mit unter- 
schiedlicher Geschwindigkeit auftrennt. Dafur sprach, dalj 
Extrakte aus Gerstenmalz, die durch Permutit gelaufen 
waren, also frei von Phospholipase D sein muljten, bei Ein- 
wirkung auf Lecithin wohl Glycero-phosphorsaure-cholin- 
ester, aber kein freies Cholin liefern. Also war auch das fur 
die enzymatische Spaltung des Cholinesters verantwort- 
liche Enzym adsorbiert (oder inaktiviert) worden und war 
moglicherweise identisch rnit der Phospholipase D. 

Praktische Bedeutung der Phospholipasen 

Bei A. Ercoli und A. C o n f a r d i l )  findet man - allerdings 
ohne Quellenangabe oder nahere Einzelheiten - die Be- 
merkung, daR bei Verfutterung von Reiskleie an Kuhe eine 
Lecithin-spaltende Wirkung in der Milch nachgewiesen 
werden konnte. Wenn das stimmt, so hatte die Beein- 
flussung oder uberhaupt das Vorkommen eines Phosphatid- 
spaltenden Enzyms in der Milch je nach Art des Futters 

*) Fur diesen Zweck sowie fur die Abtrennung des freien Cholins 
ha t  sich das Permutit G der  Fa. Permutit A.-G. Berlin-Schmar- 
gendorf bewahrt, der wir auch an dieser Stelle fur)die Oberlassung 
der benotigten Mengen unseren Dank aussprechen. 
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einige praktische Bedeutung, auch wenn die Rolle, die die 
Phosphatide bei einzelnen Vorgangen in der Milchwirt- 
schaft ohne Zweifel spielen, noch nicht restlos geklart ist. 
DaR But te r  bei der Lagerung mittinter ,,fischig" wird, 
scheint allerdings mehr auf Oxydationsvorgange zuruck- 
zugehen als auf eine enzymatische Abspaltung von Cholin 
aus Lecithins6). Auf praktische Erwagungen gehen Unter- 
suchungen von R. H .  Smi th")  zuruck, der eine Phospholi- 
pase D in dem Latex von Hevea brasiliensis fand. Nach An- 
sauern der Latex auf pH 4 mit  Ameisensaure und nach Zu- 
gabe von Alkohol his auf eine Konzentration von 800,: 
wurde eine Phospholipase D aktiv. Mit diesem eigenarti- 
gen Verhalten im alkoholischen Medium erklart  S m i t h  die 
niedrigen Ausbeuten an Latex-Phosphatiden, die einige 
B e a r b e i t e F )  beim Ausziehen mit Alkohol erhalten haben. 
Seine Vermutung, daR die Phospholipase D bei der Koagu- 
lation des Latex eine Rolle spiele, h a t  sich nicht bestatigen 
iassen. 

Aus unseren Beobachtungen, da6  Getreide und auch 
daraus hergestellte Mahlprodukte Phosphatide spalten58), 
schlossen wir, daR der schon seit Jahren hekannte Lecithin- 
Ruckgang, der in Eierteigwaren bei der Lagerung auftri t t  
(meist erst nach Wochen oder Monaten bemerkbar),  en- 
zyniatisch bedingt sein kiinnte. Enzymatische Veran- 
derungen in wasserarmen Lebensmitteln sind an  sich nicht 
unbekannt,  obwohl nu r  wenige systematische Untersuchun- 
gen daruber vorliegens0). Als ,,Lecithin-Ruckgang" be- 
zeichnet man einen Ruckgang a n  Alkohol-Ioslicher Phos- 
phorsaure in Eierteigwaren, die als MaR fu r  das vorhandene 
Lecithin (daher auch nicht ganz korrekt als Lecithin-Phos- 
phorsaure bezeichnet) und dami t  als Grundlage fiir die 
Rerechnung des Eigehaltes dieser Erzeugnisse dient. Die 
Ursache fu r  diese Veranderung wurde einmal gesucht in 
kolloid-chemischen Veranderungen, in deni Eingeheii sym- 
plexartiger Bindungen des Lecithins a n  das EiweiR, zum 
anderen aber in biochemischen, d. h. enzymatischen Ein- 
wirkungen60). 

Die drit te Miiglichkeit einer mikrobiologischen Einwir- 
kung scheidet wegen des niedrigen Wassergehaltes (etwa 
IO'),;) solcher Erzeugnisse aus.  Hier stehen sie ini hygro- 
skopischen Gleichgewicht mit  einer relativen Luftfeuchtig- 
lteit von unter 70-75(;;, die als untere Grenze f u r  die Le- 
henstatigkeit der in Frage kommenden Mikroorganismen 
angesehen wirdG1). 

Keine der Deutungsmijglichkeiten lie6 sich bisher ein- 
wandfrei hestatigen. Wir hahen die Veranderungen noch- 
mals a n  verschiedenen Erzeugnissen nachgepruft und cine 

Znsarnmenfassende Darstellung dieses Problems bei K. J. De- 
meter:  Dtsch. Lebensrn.-Rdsch. 50, I69 (19541. 
E .  Rhodes u. R .  0. Bishop ,  Quart. J .  Rubb. Res. Inst. Malaya 
2,  125 [1930); G .  H .  Trisham, Biochemic. J. 35, 400 [I942]; R .  
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deutliche Abhangigkeit von dein Wassergehalt bestatigt 
gefundens*). Es liel3 sich beweisen, daR die Phospholipas., 
D bci diesen Verhde rungen  mitwirkt durch Nachweis des 
bei m Le ci t h i n- H ii c kgang f rei ge niac h t e n C ho I i  ns u n d d u rc h 
Verhinderung des Lecithin-Ruckganges bei Zugabe von 
Inhibitoren62). lnaktiviert  man das  Enzym in den einzel- 
nen Rohstoffen durch  entsprechende Vorbehandlung, dann  
zeigen die daraus  hergestellten Erzeugnisse keinen Leci- 
thin-Ruckgang mehr. Selbstverstandlich kiinnen solche 
Herstellungsmoglichkeiten aus  lebensmittelrechtlichen und 
anderen Grunden nu r  theoretisches Interesse beanspru- 
chen. Die Bedeutung der Ergebnisse liegt auf a n a l y t i -  
s c h e m  Gebiet, weil dami t  endgultig dargelegt ist,  daR die 
Beurteilung eines Eigehalts nach der Menge der Alkohol- 
Ioslichen Phosphorsaure nicht zulanglich ist. 

Enzymatische Vorgange in derartigen wasserarmen Sy- 
stemen sind nicht leicht ZLI verfolgen, einmal wril sie in 
langen Zeitraumen ablaufen, zum anderen weil die auBeren 
Bedingungen (Temperatur,  Luftfeuchtigkeit) konstant ge- 
halten werden mussen und schlieRlich, weil sich verschie- 
dene Enzymwirkungen uberlagern. So wird z. B. der Le- 
cithin-Ruckgang nicht n u r  durch die Phospholipase D 
a k i n  (die j a  zu einer Alkohol-loslichen Phosphatidsaure 
fi ihrt)  bewirkt, sondern zusammen mit der  Phosphatase,  
welche die Phosphatidsaure weiter aufspaltet. 

Uber die analytische Bedeuturig des Sonderfalles hinaus 
stcllen die von uns5R- 62) an1 Lecithin-Ruckgang studierten 
Vorgange einen Modellfall f u r  enzymatische Veranderungen 
in wasserarmen Lebensmitteln dar ,  Veranderungen, uber 
deren AusmaO und iiber deren Abhangigkeit von den Feuch- 
tigkeitsverhaltnissen noch zu wenig bekannt ists3). Sy- 
steniatische Untersuchungen uber die Abhangigkeit der 
(ieschwindigkeit solcher Enzymreaktionen in wasserarmen 
Systemen von der mi t  diesen Systemen im Gleichgewicht 
stehenden relativen Luftfeuchtigkeit sind a m  Modellge- 
inisch Gerstenmalz-Lecithin in Angriff genommen. Die 
Phospholipasen B und D haben sich dabei als gu t  geeignete 
Leitenzyrne erwiesen, d a  sie auch in derartigen trockenen 
Systemen noch in tragbaren Zeitraumen rnel3bare Aktivi- 
t a ten  entfalten. Die bisherigen Ergebnisseai) lassen eine 
deutliche Parallelitat zwischen der Sorptionsisotherme die- 
ses Systems und dern AusmaR der enzymatischen Einwir- 
kung in den die Praxis interesslerenden Bereichen erken- 
nen. Die Kenntnis dieser Zusammenhange ist fiir die La- 
grrung und fu r  die Haltbarkeit  von wasserarnien Lebens- 
mitteln, deren Enzyme in1 Herstellungsgang nicht inak- 
tiviert worden sind, von grundsiitzlicher rkdeu tung .  

Herrri Prof .  Dr. Dr. W .  Diemair  biri icli f u r  die Forderurlg 
der i n  dieser Zusamrnenfussurig erwahnieri eigerirn Arbei fen 
sehr zu Dank verpflichfei. 

Dem Verband d r r  cheniischrri Intfiisfrie - Forids tfer che- 
misclien Iridustrie durike ich fiir eirie Lirihilfe. 
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