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1.0. Einleitung 

Seit l angem ist bekannt ,  dab die Zusammense tzung  des Milieus, in dem 
eine thermische  Behandlung yon Enzymen  vo rgenommen  wird, einen be-  
t r~chtl ichen Einflul3 auf  die dabei  e in t re tende Inak t iv ie rung  austibt (1, 2). 
Da in e inem Lebensmi t te l  eine Vielzahl yon mSglicherweise beeinf lussen-  
den Komponen ten  vorliegt,  kann  das Verha l ten  eines Enzyms in seiner 
natt ir l ichen Umgebung,  n~mlich im Lebensmit tel ,  sehr  , ,kompliziert" sein. 
So ist z. B. eine Schutzwirkung  durch Anwesenhei t  yon  Zel l inhal tmater ia l  
mSglich; anderersei ts  kann  auch eine Abnahme  der  Thermostabi l i t~t  
durch Stoffe zustande kommen,  die die S t ruk tu r  des Enzyms the rmo-  
dynamisch ungtinstig ver~ndern.  

Ivanetich und Mitarb.  (3) beobachte ten  bei Modellversuchen,  daI3 
Cytochrom c Komplexe  mi t  den mitochondria len Phospholipiden bildet. 
In  ~hnlicher Weise kSnnte die Peroxidase  im biologischen System in Fo rm 
yon Phosphol ip id-Peroxidase-Komplexen  vorliegen, wobei  sich das Enzym 
thermodynamisch  anders  ve rha l t en  kSnnte  als in ,,freier" Form. Die 
Peroxidat ion  von Lipiden ve ru rsach t  nun eine Sch~digung des biologi- 
schen Systems.  Eine Zusammenfassung  der  Proteinsch~den bei Perox ida-  
t ionsreakt ionen f indet  man  bei Tappel (4). Chio und Tappel (5) un tersuch-  
ten die Enzyminak t iv ie rung  durch die Lipid-Peroxidat ion  und nahmen  an, 
dab das Abbauproduk t  der  Lipoperoxide,  der  Malondialdehyd, eine En-  
zymdena tu r i e rung  bewirke.  Bei der  Untersuchung der Inak t iv ie rung  yon 
Lipoxigenase  in Anwesenhei t  von Linols~ure beobachte ten  Svensson und 
Eriksson (1), dab der  Inak t iv ie rungsef fek t  der  Linols~ure yon der  Kon-  
zentra t ion der  durch Autoxidat ion  ents tandenen Hydroperoxide  abh~ngig 
ist. Aul3erdem kSnnten Begleitstoffe - z.B. Phospholipide - einen Effekt  
austiben, der  dem yon Detergenzien entspricht.  Man kann  z.B.  an eine 
Korre la t ion  zwischen der  Oberf l~chenspannung und dem Ausmab  der  
Enzyminak t iv ie rung  denken.  Es erschien daher  erforderlich, nicht nur  den 
Ver lauf  der  Inak t iv ie rung  yon Enzymen  in re iner  LSsung, sondern auch 
in Anwesenhei t  yon  versehiedenen Beg]e i tkomponenten  zu untersuchen,  
urn die oft beobachte te  Diskrepanz  zwischen dem Verha l ten  yon ,,reinen" 
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Enzymen und von Enzymen im nati ir l ichen Lebensmit te lverbund zu er-  
kl~ren und urn ggf. solche Effekte  bei Ster i l isat ionsverfahren in der Le-  
bensmittel industr ie  ausnutzen zu kSnnen. 

2.0. Experimenteller Teil 

2.1. Versuchsmaterial  

2.1.1. Enzyme:  Peroxydase  aus Meerrett ich (Reinheitsgrad I, 250 U/rag, 
Boehringer),  Lipoxigenase aus Sojabohnen (50 000 U/rag, Roth). 

2.I.2. ZusatzstofSe: Linols~ure (:> 990/0, Sigma), 01sfiure und Laur in-  
s~iure (f~ir biochemische Zwecke, Merck), Dodecyldimethylbenzylammo- 
niumchlorid (DMBA, Sopura  AM 50, Sopura), Tween 20 und Monoolein 
(Roth), Natr iumdodecylsulfa t  (Serva). Leci thin aus Eiern  (Merck) wurde  
dutch  S~ulenchromatographie an Kiesels~ure wel ter  gereinigt. 

2.2. Thermische Behandlung 

Die EnzymlSsungen wurden  nach der , ,Kolbenmethode" (6) hitzebe- 
handelt .  Ffir die Versuche unter  Stickstoff oder  Sauerstoff  wurde  ein als 
RfickfluBkfihler wirkendes 50 cm langes Glasrohr eingesetzt und ca. 15 rain 
vor  dem Versuch das betreffende Gas durch die Puffer l6sung perlen ge- 
lassen. Bei Untersuchungen mit  Zusatzstoffen wurde  die jeweilige Sub- 
stanz bereits  in der PufferlSsung gelSst bzw. dispergiert  und auf die er-  
wfinschte Tempera tu r  gebracht.  

Zur  Herstel lung der Suspensionen yon Monoolein und Lecithin wurde  
die entsprechende Menge der jeweiligen Substanz zu 0,1 M Phosphat-  
pufferlSsung zugegeben und 1 min ira Biosonik III (Bronwill  Scientific) 
ultrabeschall t .  

Fiir die Hitzeinakt ivierung in Anwesenhei t  yon f re ien Fet ts~uren 
wurde  eine StammlSsung yon Fetts~ure in Athanol hergestellt ,  yon der 
die entsprechende Menge jeweils in 0,1 M Phosphatpuffer  dispergiert  
wurde.  Die Athanolkonzentrat ion in der PufferlSsung war  dabei so mini-  
mal, dab Athanol  die thermische Inakt ivierung nicht beeinflussen konnte. 

Zur  Untersuchung des Lagerungsverhal tens  der  erhi tz ten Enzyme 
wurden  die in Anwesenhei t  yon Zusatzstoffen hi tzebehandel ten Enzym- 
15sungen bei Z immer tempera tur  gelagert  und die Aktivit~t  nach 20 Stun-  
den bestimmt. 

2.3. Bes t immung  der Enzymak t i v i ta tcn  

Peroz idase-Akt iv i tg t :  Gua]akol-Methode (6). 
Lipoxigenaseaktivi tgt:  Verfahren  nach Ben-Az i z  (siehe 7). 

2.4. Regenerierung 

Die erhi tzten EnzymlSsungen wurden  bei Z immer tempera tur  20h  
gelagert.  Anschlieflend erfolgte die Aktivit~tsbestimmung. 

3.0. Ergebnlsse 

3.1. Ein]tufl yon  Tensiden au5 die Hi tze inakt iv ierung yon Peroxidase 

3.1.1. Abh~nglgkei t  yon der T enMdkonz ~ t r a t i on .  Meerret t ich-Peroxidase 
wurde  in Anwesenhei t  verschiedener Tenside jeweils 2 rain bei 70 ~ 
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Abb. 1. Inaktivierung yon Peroxidase (Meerrettieh) als Funktion der Zusatz- 
stoffkonzentration. Hitzebehandlung: 120 s bei 70 ~ und pH 6,0. O Lecithin, 
A Monoolein, �9 Ols~ure, []  Laurins~ure, �9 Tween 20, + Dodecyldimethylben- 

zylammoniumsalz, [ ]  Natriumdodecylsulfat. 

und 1 min bei 90 ~ inakt ivier t .  Wie man  aus Abbi ldung 1, welche die bei 
70 ~ erhal tenen Werte  wiedergibt ,  ersieht, ha t ten  alle Tenside einen 
m e h r  oder  weniger  groBen Ef fek t  auf  die Inakt iv ierung.  Dabei  w i rk t en  
die in Wasser  quel lenden Tenside Leci thin und Monoolein am st~rksten, 
gefolgt  von Ols~ure und Laurins~ure.  Bei 90 ~ waren  die Verh~ltnisse 
/ihnlich. 

3.1.2. Abhiingigkeit des Tensidein]lusses yore pH-Wert: Erhi tz t  man  die 
mi t  Tensiden verse tz ten  PeroxidaselSsungen in Pu f fe r  yon pH 4,0 bis 8,0 
bei 70 ~ und ermi t te l t  aus den Inak t iv i e rungskurven  die D-Werte,  so 
e rgab  sich das in Tabelle 1 wiedergegebene  Bild. Dabei  wurde,  um den 
Wirkungsgrad  der  Tenside in Abh~agigkei t  vom pH-Wer t  vergleichen zu 
k~nnen, das Verh~ltnis  der  D-Wer te  in re iner  Puffer l6sung zu den D-Wer -  
ten in Anwesenhei t  yon  Tensiden bei en tsprechendem pH-Wer t  ermit tel t .  
Eine gro6e Verh~ltniszahl  bedeute t  einen gro[~en Wirkungsgrad.  Die Ver -  
h~iltniszahlen ffir alle un te rsuchten  Tenside sind bei pH 6,0 a m  niedrigsten, 
d .h .  die Wirksamkei t  der  Tenside ist im al lgemeinen bei pH 6,0 am ge- 

100 ~ 
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0 30 60 rain 120 
B e h o n d t u n g s z e i t  

Abb .  2. V e r h a l t e n  y o n  Peroxidase (lVfeerrettich) in Anwesenhe i t  yon  Leci th in  
(100~M) bei 0 ~ /~ ohne Zusatzstoff bei pH 6,0, �9 mit Lecithin bei pH 6,0, 

O ohne Zusatzstoff bei pH 4,0, �9 mit Lecithin bei pH 4,0. 
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Abb. 3. I-l_itzeinaktivierung yon Peroxidase ('Meerrettich) in Anwesenheit yon 
verschiedenen Fetts~uren unter Sauerstoff oder Stickstoff. I-Iitzebehandlung: 
70 ~ bei pH 6,0. + Palmitins~ure unter O=, O Ols~ure unter 02, �9 Ols~ure 
unter N2, �9 Linolsfiure unter N2, A Linols~iure unter O2, [] ohne Fetts~iure. 

M0: Anfangsenzymaktivit~it. M: Restenzymaktivit~t. 

r ingsten. (~ls~ure, D1VIBA und Lecithin zeigten einen grS/]eren Effek t  bei 
pH 4,0 als bei pH 8,0, w~hrend  Palmit ins~ure,  Linols~ure und Tween  20 
bei beiden pH-Wer ten  e twa gleich w i rk s am  waren.  

3.1.3. Inakt iv ierung der Peroxidase in Anwesenhe i t  yon Lecithin,  Mono- 
olein und Fet ts~uren bei pH 4,0 und 0 ~ PeroxidaselSsung wurde  in 
Anwesenhei t  der  genannten  Stoffe  im Eisbad stehen gelassen. Aus Abbi l -  
dung 2 ist zu ersehen, daft die Peroxidase  bei pH 4,0 in Anwesenhei t  yon 
Lecithin sehr  s t a rk  inakt iv ier t  wurde  (nur noch e twa  6 % Restakt ivi t~t  
nach 90 min), w~hrend bei pH 6 keine Wirkung  gefunden werden  konnte.  
Ols~ure, Linols~ure und Palmi t ins~ure  sowie Monoolein ba t ten  bei beiden 
pH-Wer t en  keine Wirkung.  

3.1.4. Einl~ufl yon  Of- und Linols~iure auf  die Peroxidaseakt iv ierung in 
An-  und Abwesenhe i t  yon  Sauers tof f  und Stickstoff:  Um feststel len zu 
kSnnen, ob der  Inakt ivierungsprozeB in Anwesenhei t  yon Fet ts~uren 
durch deren Oxydat ionsprodukte  beeinflu~t  wird, wurde  das Enzym in 
01- bzw. Linols~ure-Emulsion im Sauers tof f -  bzw. St ickstoffs t rom erhitzt.  
Die Inak t iv i e rungskurven  bei Versuchsans~tzen mi t  01s~iure im Sauer -  
s toff-  bzw. St ickstoffs t rom und  mi t  Linols~ure im St ickstoffs t rom ver lau-  
fen sehr  ~hnlich (Abb. 3). Dagegen wi rk te  sich die Anwesenhei t  yon Sauer -  
s toff  ira Falle der  Linols~ure sehr  s t a rk  aus. Dies ist wohl auf  die Bildung 
yon Linols~ureperoxid zur(ickzuffihren. Palmit ins~ure  w a r  ohne Wirkung  
auf die Hitzeinakt ivierung.  

3.2. Einflufl yon Zusatzs tof fen auf  die Hi tze inakt iv ierung yon Lipoxigenase 

Verschiedene Fet ts~uren beschleunigen die Lipoxigenaseinakt iv ierung,  
wie aus Abbi ldung 4 ersichtl ich ist. In  der  Reihenfolge Ols~ure, Linol-  
saute,  Palmit ins~ure,  Myrist insaure,  Stear ins~ure n i m m t  dieser beschleu-  
nigende EinfluB ab. W~hrend Linols~ure bei der  Peroxidase inakt iv ie rung  
den gr0Bten Effek t  zeigte, bewi rk te  Ols~ure die gr6Bte Inak t iv ie rung  bei 
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Abb. 4. Hitzeinaktivierung von Sojalipoxigenase in Anwesenheit von verschie- 
denen Fetts~uren (je 100/~M) bei 60 ~ und pH 7,0. O ohne Fetts~ure, A Stearin- 

s~ure, �9 Palmitins~iure, 4- Myristins~ure, �9 Linols~ure, []  Ols~ure. 

Lipoxigenase. Im Gegensatz zu den Verh~ltnissen bei der Peroxidase hat  
Palmitins~ure bei der Lipoxigenaseinaktivierung auch einen groi]en Ef- 
fekt. 

Der EinfluB yon Lecithin auf die Lipoxigenaseinaktivierung wurde bei 
pH 7,0 und 60 ~ untersucht.  Aus Abbildung 5 ist zu ersehen, dab dieser 
nicht so s tark ist wie bei Peroxidase (Abb. 2). 

3.3. Ein~luj6 yon Zusatzsto]fen au] die Regenerierung yon erhitzter Meer- 
rettich-Peroxidase und Sojalipoxigenase 

Ols~ure und DMBA verhinderten im Verlaufe der 20sttindigen Lage- 
rung der Peroxidasel5sungen bei Zimmertempera tur  eine Regenerierung, 
die in Abwesenheit  yon Zusatzstoffen stark ausgepr~gt war  [vgl. (6)]. Die 
anderen Zusatzstoffe ffihrten dagegen zu weiterer  Inaktivierung.  

Bei Sojalipoxigenase wurde nur  der EinfluB yon Linols~ure unter-  
sucht. Diese bewirkte eine zus~tzliche Inakt ivierung;  eine Regenerierung 
t ra t  nicht auf. 

20  

P, 1.s 

~ 1,0 -~ 

0.5 

0 0,5 I 1.5 s 2.10 ~ 
Erhi tzungszei t  

Abb. 5. Hitzeinaktivierung yon SoJalipoxigenase in Anwesenheit von Lecithin 
(26,6 ~M) bei 60 ~ und pH 7,0. O ohne Lecithin, /% mit Lecithin. 
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4.0. Diskussion 

L u m r y  und  Mitarb.  (8) nahm en  an, daI3 die Wirkung  von Detergenzien 
auf  die Pro te indena tur ie rung  auf van der Waals 'sche Wechselwirkung 
zwischen dem organischen Antei l  des Detergenmolekfi ls  und  den l ipo- 
philen Gruppen  des Eiweifles zuri ickzufi ihren sei. Ein Ladungsef fek t  (9) 
wurde  ebenfal ls  als mSgliche Erk lhrung zur Diskussion gestellt. Meyer  
und Mitarb.  (10) ve rm u t en  eine Wirkung des Detergens  auf das Protein,  
welche eine Schw~chung der  hydrophoben  Bindungen im Prote in  he rvor -  
tuf t ,  wodurch  die Ter t i~rs t ruk tur  modif izier t  wird. Man kSnnte demnach  
ffir die Erk l~rung der  Wirkung  von Tensiden auf die Enzyminak t iv ie rung  
diesen Detergensef fekt  heranziehen.  

Wie aus Abbi ldung 2 zu ersehen, wi rk t  Lecithin schon bei 0 ~ und 
p H  4,0 sehr  s t a rk  inakt iv ierend auf die Peroxidase.  Ivanetich und Mitarb.  
i l l )  haben  nun beobachtet ,  dal3 durch  die Komplexbi ldung  zwischen Phos-  
pholipid und Fer r icy tochrom c der  H~mspal t  des Fer r icy tochroms ver~n-  
def t  wurde.  Man kann  sich daher  vorstellen,  dab auch die Peroxidase  in 
Anwesenhei t  yon Lecithin einen Komplex  bildet, welcher  den H~mspal t  
der Peroxidase  so beeinflul3t, dal3 die Zug~nglichkei t  der H~min-Apopro-  
te in-Bindungsstel le  erh~ht  und dadurch die Abspal tung  der H~mingruppe  
yore Apoprote in  durch E inwi rkung  des sauren  Mediums er le ichter t  wird. 

Linols~ure zeigt im Sauers tof fs t rom einen grSI~eren Einflufl auf  die 
Peroxidase inakt iv ie rung  als in Anwesenhei t  yon Stickstoff,  im St ick-  
s toffs t rom aber  einen hhnlichen Einflul3 wie (~ls~ure, die un te r  N2 und O2 
die gleiche Wirkung  hat. Man kann  also neben der  Tens idwirkung der  
Fet ts~uren einen deutl ichen zus~tzlichen Effekt  der  Lipidperoxide  anneh-  
men, die durch  Autoxidat ion w~hrend  der  Erhi tzung entstehen kSnnen. 
Es ist e twa  1-3 ~ Lipidperoxidbi ldung aus Linols~ure w~hrend der  Erhi t -  
zung zu e rwar t en  (1). Chio und Tappet (12) fanden  in ~ihnlicher Weise 
einen s ta rken  Einflufl yon  Lip idperoxiden auf die Inak t iv ie rung  yon 
Ribonuclease, wobei  die Autoren  sich einen Komplex  mi t  inner-  und zwi-  
schenmolekularen  Bindungen zwischen dem Enzymmolekf i l  und e inem 
Abbauproduk t  der  Lipidperoxide  (Malondialdehyd) vorstellen.  

Der  beschleunigende Einflufl f re ier  Fet tshuren auf  die Lipoxigenase-  
inakt iv ie rung  wurde  auch yon anderen  Autoren  (1) beobachtet .  Dabei  
wurde  postuliert ,  da~ dieser Ef fek t  auf  das w~hrend  der  Erhi tzung ent-  
s tandene  Linolshurehydroperoxid  zurfickzuffihren ist. Nach unseren  Ver-  
suchen fibt Ols~ure einen s t~rkeren EinfluB als Linols~ure aus. Da jedoch 
die Lipidperoxidbi ldung bei Ols~ure um mehre re  Gr613enordnungen lang-  
samer  ver l~uf t  als bei Linols~ure, kann  der  beschleunigende Effek t  nicht  
nu r  auf  die Lipidperoxide  zurfickgeffihrt  werden.  Mitsuda und Mitarb.  (13) 
ber ichte ten  fiber die revers ib le  H e m m u n g  yon IApoxigenase durch ge-  
s~ittigte Alkohole (C1-C7) und nahm en  an, da~ das Enzym mi t  einer 
hydrophoben  Bindungsstel le  neben  dem akt iven  Zen t rum ausgestat te t  
ist [vgl. auch (14)]. Aufgrund  unserer  Ergebnisse kann  man  annehmen,  
da~ die Fet ts~ure mi t  hydrophoben  Bindungen in der N~he des ak t iven  
Zen t rums  der  Lipoxigenase in Wechselwirkung t r i t t  und dort  eine Kon-  
format ions~nderung verursacht ,  durch welche die thermische  Inak t iv ie -  
rung  beschleunigt  wird. 
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FTicker (15) h a t  z u s a m m e n f a s s e n d  f iber  das  V e r h a l t e n  yon  E m u l g a t o r e n  
in  Lebens rn i t t e ln  be i  de r  H i t z e s t e r i l i s i e r u n g  be r i ch te t .  D a r a u s  g e h t  h e r -  
vor ,  daft e ine  W e c h s e l w i r k u n g  m i t  L e b e n s m i t t e l i n h a l t s s t o f f e n  mSgl i ch  
scheint ,  w o b e i  auch  E n z y m e  als R e a k t i o n s p a r t n e r  in B e t r a c h t  kom m en .  
Wf i rde  m a n  die  t h e r m i s c h e n  B e h a n d l u n g s p r o z e s s e  auf  die  des tab i l i s ie -  
r e n d e  W i r k u n g  yon  Zusa t z s to f f en  w i e  Monoole in ,  F e t t s ~ u r e n  u n d  Lec i t h in  
a bs t immen ,  so kSnn te  m a n  v i e l l e i c h t  den  e r f o r d e r l i c h e n  I n a k t i v i e r u n g s -  
g r a d  d e r  E n z y m e  bei  e ine r  g e r i n g e r e n  t h e r m i s c h e n  B e l a s t u n g  des Gutes  
e r re ichen .  Aul3erdem liefie sich v i e l l e i c h t  d u r c h  k le ine  M e n g e n  b e s t i m m t e r  
Zusa t z s to f f e  - z. B. L e c i t h i n  - e ine  R e g e n e r i e r u n g  de r  P e r o x i d a s e  n a c h  der  
H i t z e s t e r i l i s i e r u n g  vollst~indig u n t e r b i n d e n .  

ZusammenSassung 

Der EinfluB yon Milieufaktoren auf die thermische Inakt iv ierung von Per-  
oxidase und Lipoxigenase wurde untersucht. Kationogene, anionogene, nicht- 
ionogene und amphotere  Tenside bat ten einen mehr  oder weniger  grol~en Effekt  
aus die Inakt iv ierung der Meerret t ich-Peroxidase.  Dabei wirkten die in Wasser 
quel lenden Stoffe Lecithin und Monoglycerid am st~rksten. Peroxidase wurde 
in Anwesenhei t  yon Lecithin schon bei 0 ~  pH 4,0 stark inaktiviert .  Linol-  
s~ure hat te  im Sauerstoffstrom einen gr51]eren EinfluB auf die Peroxidasein-  
akt ivierung als in Anwesenhei t  yon Stickstoff, im Stickstoffstrom aber einen 
~hnlichen Einflu~ wie Ols~ure. Daraus ist auf einen zusfitzlichen Effekt  yon 
Lipidperoxiden zu schliel~en, die w~hrend der  Erhi tzung aus Linols~ure ent-  
stehen. Die Regener ierung der erhitzten Peroxidase wurde durch die Anwesen-  
heit  yon Tensiden verhindert .  

Im Fal le  der Lipoxigenase wurde der EinfluB des Lecithins und verschiede- 
ne t  Fetts~uren auf die thermische Inakt iv ierung bei 60 ~ und pH 7 untersucht.  
Lecithin beschleunigte die Inakt ivierung weniger  stark, als dies bei Peroxidase 
der Fal l  war. Die beschleunigende Wirkung der Fetts~uren nahm in der Reihen-  
folge Olsiiure, Linols~ure, Palmitins~ure, Myristins~iure, Stearinsiiure ab. 

Summary  

The influence of mil ieu factors on the thermal  inactivation of peroxidase and 
l ipoxigenase was investigated. Cationogenic, anionogenic, non-ionogenic and 
amphoteric tensides were  more or less effect ive in inact ivat ing horseradish 
peroxidase. Most effective in this respect were  lecithine and monoglyceride, 
both capable of swelling in water.  In presence of lecithine, peroxidase was 
inactivated already at 0 ~ and pH 4.0. Linoleic acid was more efficient in an 
oxygen s t ream than in presence of nitrogen, in a stream of nitrogen its influence 
was comparable to oleic acid. This suggests an additional effect by lipid per-  
oxides which are formed of linoleic acid under  the heat ing process. Tensides 
prevented  the regenerat ion of the heated peroxidase. 

In the case of lipoxigenase, the authors invest igated the influence of lecithine 
and various fat ty acids on the thermal  inactivation at B0 o and pH 7.0. Lecithine 
accelerated the inactivation less distinctly than with peroxidase. The accelerated 
the inactivation less distinctly than with  peroxidase. The accelerating effect 
of the fatty acids decreased in the order oleic acid, linoleic acid, palmitic acid, 
myrist ic acid and stearic acid. 
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