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1.0. Einleitung 

In  grtinen Pflanzenteilen scheinen Tr iglycer id-Lipasen nur  in ger ingen 
Mengen vorzuliegen; dagegen entfa l ten Phospho-  und Galaktol ipase  hohe 
Aktivit~it [s. z. B. (1)]. Ihre  Subs t ra te  - Phospho-  bzw. Galaktol ipide - stel-  
len den Hauptante i l  der  Pflanzenlipide.  Daher  kSnnen Aktivit~iten yon 
Enzymen,  die die polaren  Lipide aufspal ten,  fiir die Qualit~itserhaltung 
pf lanzl icher  Lebensmit te l  bedeutsam sein. So wiesen Lee und Matt ick  (2) 
einen betrtichtlichen Abbau  yon Phosphol ipiden in rohen Erbsen w~ihrend 
der  Lagerung  bei -17,8 ~ nach. Pendlington (3) beobachte te  einen Lipid-  
abbau  bei unblanchier ten  Erbsen, wobei  eine entsprechende Zunahme  yon 
Cholin und Phospha t  nachweisbar  war.  Lea und Parr (4) beschrieben 
einen Fischgeschmack, der als Folge des Abbaus  yon Phospholipiden und 
Galaktol ipiden entstand. 

Von Phosphol ipase A2 aus Schlangengif t  ist bekannt ,  dab sie auger -  
ordentlich hitzestabil  ist. Es schien daher  mSglich, dab pflanzliche Phos-  
phol ipasen ebenfalls  re lat iv  hitzestabil  sind. Untersuchungen fiber die 
Hitzestabil i t~t  pf lanzl icher  Phosphol ipasen bzw. Galaktol ipasen sind abe t  
noch k a u m  durchgef t ihr t  worden. Helmsing (5) ha t  die Hitzestabilit t i t  der  
Galaktol ipasen aus Bl~ittern von , ,runner bean"  n u t  am Rande untersucht,  
so dab technologisch b rauchbare  Daten  nicht  erhal ten  wurden.  Es w a r  
daher  unser  Ziel, solche ffir die Lebensmi t te lvera rbe i tung  ve rwendbare  
Inak t iv ie rungsda ten  ffir die Gruppe  der die polaren Lipide abbauenden  
Enzyme zu ermitteln.  

Galliard (6) und Hirayama (7) isolierten ein Enzym aus Kartoffe ln ,  das 
sowohl mat Phosphol ipiden als auch mi t  Galaktol ipiden reagierte.  Ob auch 
das im Spinat  v o r k o m m e n d e  Lip idhydro lase-Sys tem ein mul t i funkt io-  
nelles Enzym darstel l t  oder  ob es sich um verschiedene Einzelenzyme 
handelt ,  ist  noch nicht  erwiesen (s. Diskussion). Zur  Kl~irung dieser Frage  
untersuchten  wi r  das thermische Verha l ten  yon Phospho-  und Galakto-  
lipide spal tenden Enzymen.  Gleiche thermische Daten  wfirden die An-  
n a h m e  sttitzen, dab nur  ein Enzym mi t  verschiedenen Aktivit~iten (multi-  
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funktionelles Enzym) vorliegt Verschiedene Inaktivierungskennzahlen 
wilrden dagegen darauf hindeuten, dab es sieh um getrennte, individuelle 
Enzyme handelt. 

Naeh eigener Erfahrung war die enzymatisehe Umsatzgesehwindigkeit 
bei Verwendung yon synthetisehem bzw. aus Eierleeithin isoliertem 
Lecithin wesentlieh geringer als im Falle yon nativem im Spinat vorhan- 
denem Lecithin. Da eme absolut gleiehm~ige Herstellung yon Substrat- 
emulsionen kaum m6glieh ist, ist die Reproduzlerbarkeit der Bestimmung 
der Enzymaktivit~t schleehi:. Daher wurde eine geeignetere Methode zur 
Best immung pflanzlieher Phosphol ipasenakt ivi t~t  entwiekel t  und zur Cha- 
rakter i s ie rung der  thermischen Inak t iv ie rung  verwendet .  

2.@~ ExperlmenteIler Teil 

2.1. Behand~ung des Versuchsmaterials:  [siehe Park (1)] 

2.2. Best~mmung der Enzymakt~vi t~t  

0,05g fe inaemahlenes  gefr ierget rocknetes  Sp ina tpu lver  wurden  in 
2~ m] 0,1 M Phospha~puffer]Ssung pH 7~0 suspend~ert, dfe berei ts  auf  
30 ~ t emper i e r t  w a r  und bel dieser T e m p e r a t u r  ger~ihrt wurde.  Die Re- 
akfion wurde  nach jeweils 20 und 60 mfn durch Hinzufi igen yon 2.5 mI 
Methanol gestoppt.  Aus den dutch  Abzentr i fugieren erhal /enen Nieder-  
sehlfigen wurden die Lipide mit  3 ml Chloroform-Methanol -Gemiseh  (2:1) 
extrahier t .  Jewei ls  2 m/  der b~berst~nde w-urden im St iekstoffs t rom zur  
Troekene gebraeht  und in 0,5 ml  Chloroform aufgenommen.  Die Ex t rak te  
wurden auf Kiese lge l -G-Pla t /en  (Merck: Akt iv ierung:  20 rain bei 110 ~ 
aufge t ragen  und in e~ner N o r m a l k a m m e r  ehromatographier~ (Flie13mittel: 
Chloroform/Methanol /Wasser  75:25:4). Die nleht umgesetz ten  Mengen yon 
Lecithin, Monoga]aktol ipiden und Digalaktolipiden wurden  ,,in si tu" dutch  
Fluoreszenzmessung bes t immL Hierzu wurde  die P la t t e  mi t  Sulfur)q-  
ehlorid/Wasser  behandeIt .  7 rain bei 110 ~ erhi tzt  und ansehliegend mi t  
dem Ze i s s -Chroraa /ogramm-Spek t ra lpho tomete r  (Me~anordnung M-Pr) 
bei einer Anregungswel lenl~nge yon 365 n m  (Sperrf i l ter  FL 43) und spMt- 
fgrmiger  Megfl~ehe ausgemessen (8). Aus Hatbwer t sbre i te  und HShe der  
yore Sehreiber  regis t r ier ten  K u r v e n  wurden  die Peakflf iehen IF] e rmi t -  
fel t  und die entspreehenden Lip idmengen  aus Eiehkurven  entnommen.  
Zur  Aufstel lung der  E iehkurven  vcurde ein L ip idex t rak t  aus unver~nder -  
tern Spina tmater ia l  verwendet ,  yon dem jeweits  m e b r e r e  Verdi innungen 
zusammen mi t  dem zu untersuehenden Ex t r ak t  chromatograph ie r t  w u r -  
dem 

Die A b n a h m e  der  L ip ldmenge  ( .Umsatz")  in einer bes t immten  Reak-  
tionszeit ist das MaB der Enzymaktivi ' ttit .  Ftir die Bes t immung  des Blind- 
wer tes  wurde  das unbehandeI te  Spina ipuIver  zur Unterb indung  der  Re- 
aktion in ein Gemisch von  2,5 ml Puf fe r  und 2,5 ml  Methanol  gegeben und 
wie oben wei terbehandel t .  

2~3. Thermisehe Behand~ung 

0,05 g fe ingemahlenes,  gef r ierget rockaetes  Sp ina tpu lver  wurde  schnetl 
in 2,5 ml  0,1 M Puffer lSsung pH 7,0 eingefi ihrt  das in e inem Reagenz-  
glas auf die gewfinsc~te Temperatur w~rerhitzt worden war. Durch in- 
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tens ives  Mischen mi t t e l s  eines Magne t r i i h r e r s  w a r  e ine  sehr  kurze  Auf -  
he izungsze i t  e r re ichbar .  Nach der  j ewe i l i gen  Reakt ionsze i t  w u r d e n  die 
P r o b e n  schnel l  bis auf  30 ~ abgek i lh l t  u n d  u n m i t t e l b a r  - wie  bei der  
B e s t i m m u n g  der  E n z y m a k t i v i t ~ t  be sch r i eben  - r eag i e r en  gelassen.  Ffir  
die B e s t i m m u n g  des B l i n d w e r t e s  der  h i t z e b e h a n d e l t e n  P r o b e n  w u r d e n  
diese u n m i t t e l b a r  nach  der  j ewe i l igen  t h e r m i s c h e n  B e h a n d l u n g  mi t  Me- 
t hano l  versetzt ,  da e in  Teil  der  Lip ide  bere i t s  w ~ h r e n d  des Erh i tzens  bei 
45 ~ u n d  50 ~ a b g e b a u t  wurde .  

3.0. Ergebnisse 

3.1. B e s t i m m u n g  der Enzymak t i v i t ( t t  

In  A b b i l d u n g  1 ist e in C h r o m a t o g r a m m  dargeste l l t ,  auf  w e l c he m der  
E x t r a k t  yon  h i t z e b e h a n d e l t e r  u n d  u n b e h a n d e l t e r  S p i n a t s u s p e n s i o n  nach  
e ine r  I n k u b a t i o n s z e i t  yon  20 bzw. 60 m i n  au fg e t r a ge n  wurde .  Ma n  e r k e n n t  
die s t i i rkere  A b n a h m e  der  S u b s t r a t m e n g e  in  der  u n b e h a n d e l t e n  P robe  
gegenf iber  der  h i t zebehande l t en ,  wobei  der  Umsa tz  der  S u b s t r a t e  (Leci- 
th in ,  Di-  u n d  Monogalak to l ip id)  auf  E n z y m w i r k u n g  wi ih rend  der  I n k u -  
ba t i on  zur f ickzuf i lh ren  ist. Die aus der  A b n a h m e  der  S u b s t r a t m e n g e  er-  
h a l t e n e n  U m s a t z - Z e i t - K u r v e n  s ind ffir Monoga lak tosy ld ig lyce r ide  i n n e r -  
ha lb  der  e rs ten  60 rain l inear .  Die E n z y m a k t i v i t ~ t e n  e n t sp r e c he n  der  
S t e igung  der  j ewei l igen  U m s a t z - Z e i t - K u r v e n .  

Abb. 1. Dfinnschichtchromatogramm von Lipidextrakten aus pulverisiertem, 
gefriergetrocknetem Spinat nach der Inkubat ion in Phosphatpuffer bei 30 ~ 
Links: unbehandeltes,  rechts: 1 min  bei 60 ~ behandeltes Material. Inkuba-  
tionszeiten: jeweils 0, 20 und 60 min. M = Monogalaktosyldiglyceride; D = Diga- 

laktosyldiglyceride; L = Lecithin. 
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Abb. 2. Abnahme der Leci th inase-Akt iv i t~ t  in Suspensionen yon gefr ierge- 
trocknetem Spinat (Phosphatpuffer) als Funktion der Erhitzungszeit bei ver-  
schiedenen Temperaturen. lYl-~umgesetzte Substratmenge; Mo =Ausgangs-  

substratmenge. 

3.2. Inaktivierungsverlauf  

In  den Abbi ldungen  2, 3 und 4 ist die A b n a h m e  der  Akt iv i t~t  yon Phos-  
pho-, Mono- und Digalaktol ipase mi t  der  Zeit  der  thermischen Behandlung 
bei verschiedenen Tempera tu r en  dargestell t .  Aus den Abbi ldungen ers ieht  
man,  dab die Inak t iv i e rungskurven  bei niedrigen Tempera tu r en  einen 
Kn ickpunk t  aufweisen.  Da die Haup t inak t iv ie rung  in der  Anfangsphase  
stat tf indet ,  wurden  die zur  Charakter i s ie rung  des thermischen Verhal tens  
fiblicherweise ve rwende ten  D-Wer te  (Dezimalreduktionszeiten) aus dem 
ersten steilen Kurven te i l  e rmi t te l t  (s. Tab. 1). Ffir den thermischen Abbau  
der  Digalaktolipase-Aktivit~it  (Abb. 3) e rgaben sich kleinere D-Wer te  als 
ffir den Abbau  der Lecithinase-Aktivit~it  (Abb. 2) und der  Monogalakto-  
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Abb. 3. Abnahme der Digalaktolipase-Aktivit~t. M = umgesetzte Substratmenge; 
Mo = Ausgangssubstratmenge. 
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Abb. 4. Abnahme der Monogalaktolipase-Aktivit~it. M = umgesetzte Substrat- 
menge; Mo = Ausgangssubstratmenge. 

lipase-Aktivittit (Abb. 4). Aus Abbildung 5 ist jedoch ersichtlich, daiS die 
drei Temperaturabh~ngigkei tskurven der D-Werte fast parallel ver lau-  
fen, so dab sich sehr ~hnliche z-Werte ergeben (Tab. 1). 

In Tabelle 2 wurden  die nach ,,Transition state-Theorie" (9) berechne- 
ten thermodynamischen Konstanten zusammengestellt .  

4.0. Diskussion 

Oftmals treten Schwierigkeiten bei der Best immung der Enzymakti -  
vit~iten in pflanzlichen Extrakten auf. Z. B. k6nnen Farbstoffe oder trfibe 
Teilchen in der MeMSsung stSrende Faktoren darstellen. Bei der hier 
entwickelten Methode werden st6rende Begleitstoffe durch Chromato-  
graphie vom Substrat  abgetrennt.  

I 
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Abb. 5. Abnahme der D-Werte mit der Erhitzungstemperatur bei pH 7. O Leci- 
thinase-, A Digalaktolipase-, [] Monogalaktolipase-Inaktivierung. 
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Tab. 1. Thermischer Abbau yon Leeithinase-, Digalaktolipase- und Monogalak~o- 
lipase-Aktivit~iten in Spinat bei pH 7,0. 

D (see) 
45oc 50oc 55oC 60~ 

z (~ 

Leeithinase -Aktivit~it 2400 1140 372 72 9,75 
Digalak~olipase -Al~ivit ~t 1500 540 174 42 10,0 
/Ylonogalakt olipa~e - Aktivlt ~t 2640 1200 768 84 9,0 

Galliard (6) postulierte, dal~ ein unbekannter  Faktor  in rohem Extrakt  
die Deacylierung der Phospholipide aktiviert. Ein solcher ,,Faktor" kSnnte 
den schnellen Abbau der polaren Lipide im Spinat, der nach der Zerstii- 
rung des Zellverbandes durch Gefrieren eintritt, erkl~iren. DaB bei unse- 
ren Versuchen eine Emulsion yon synthetischem Lecithin bzw. Eierlecithin 
durch Spinatpartikel  nur  in geringem Mai3e angegriffen wurde, mag eine 
Frage der Konzentrat ion des Aktivators  sein, kSnnte jedoch auch durch 
mangelhaften Kontakt  der Komponenten innerhalb des Systems Aktiva-  
tor-Enzym-Lecithinmicelle erkl~irt werden. 

Der Vorteil der yon uns angewendeten Methode liegt darin, daI3 ma- 
terialeigenes Substrat  in natfirlicher Verteilung verwendet  wird; die 
Schwierigkeit  der Herstel lung stabiler Substrat-Emulsionen mit stets 
gleicher Micellstruktur wird umgegangen. Nattirliche Aktivatoren werden 
in die Reaktion einbezogen. Der Nachteil liegt darin, dab nur  relative 
Aktivit~iten ermittel t  werden kSnnen. 

Galliard (6) und Hirayama (7) ffihrten aus, daft das von ihnen isolierte 
Enzym, welches nicht welter  aufzutrennen war, sowohl Galaktolipasc- als 
auch Phospholipase-Aktivit~it aufweist  (vgl. Einleitung). Auf  Phospho- 
lipide hatte dieses multifunktionelle Enzym eine ~ihnliche Wirkung wie 
Phospholipase B und Glycerylphosphorylcholindiesterase. Eine ,,Lipid- 
Acyl-Hydrolase" wird zur Zeit von Frei und Tevini  (10) untersucht.  Nach 
ihren bisherigen Ergebnissen kann dieses multifunktionelle Enzym im 
Spinat ebenfalls vorkommen.  

In unserem Versuch umfaflt die ,,Lecithinase-Aktivit~t" die Aktivi-  
t~ten von Phospholipase At, As, B, C und D, da alle diese Aktivit~ten 
an dem gemessenen Substratabbau teilhaben. 

Tab. 2. Thermodynamische Konst~anlben. 

Temp. pH AH* AG* AS* 
(~ (kS/tool) (kJ/mol) (J/tool �9 K) 

Leeithinase-Aktivit~t 50 
Digalakt olipase -Aktivitiit 50 
Monogalaktolipase-Aktivltiit 50 

7,0 203 95,6 330 
7,0 203 93,6 336,5 
7,0 185 95,7 275,6 

AH* = Aktivierungsenthalpie 
AG* -~ freie Aktivierungsenthalpm 
AS* --~ Aktivierungsentropie 
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Aus Tabelle 1 ist zu erkennen, daft zu den drei verschiedenen Aktivi-  
t~iten (Mono- und Digalaktolipase- sowie Lecithinase-Aktivit~it) sehr tihn- 
fiche z-Werte gehSren. Aul3erdem weichen die D-Werte in ihrer GrSl3en- 
ordnung nicht so voneinander  ab wie zwischen anderen Enzymen. Dazu 
weisen die thermodynamischen Konstanten (s. Tab. 2) ebenfalls fast 
gleiche Werte auf. Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden, 
dab das hier untersuchte Lipid-Acyl-Hydrolase-System ein mult ifunktio-  
nelles Enzym darstellt. 

Die Inakt ivierungsdaten sind jedoch nicht v6llig gleich. Die relativ 
geringfiigigen, jedoch deutlich erkennbaren Unterschiede k6nnen so er- 
kl~irt werden, dal3 die drei Substrate jeweils verschiedenartige Positionen 
innerhalb des Enzymmolekfils besetzen, die beim Erhitzen verschieden 
grol3en Konformationshnderungen unterworfen sind. Ahnliches wurde 
auch yon HeLmsing (5) bei der Inakt ivierung yon Mono- und Digalaktoli- 
pasen festgestellt. 

Vergleicht man die Hitzestabilit~it der Lipid-Acyl-Hydrolase fin Spinat 
mit der yon Phospholipase A2 aus Schlangengift,  so ist diese extrem ver-  
schieden: Die Lipid-Acyl-Hydrolase im Spinat wurde  etwa zu 90 % nach 
1 rain bei 60 ~ inaktiviert, w~hrend die Phospholipase A2 aus Schlangen- 
gift nach 30 min bei 90 ~ noch nicht angegriffen war  [vgl. (1)]. Dies 
beruht  mSglicherweise darauf, dal3 die Lipid-Acyl-Hydrolase im Spinat 
ein Oligomeres (Mol. Gew. 70 000) (7) ist. Dagegen besitzt die Schlangen- 
giftphospholipase A~ ein kleines Molekulargewicht (Mol. Gew. 15 000). Sie 
hat  6 bis 8 Disulfidbindungen und kugelfSrmige St ruktur  (11), was beides 
ftir hitzeresistente Enzyme charakteristisch ist. 

Zusammen]assung 

Das thermische Verhalten einer Lipid-Acyl-Hydrolase, die ftir die QuaIit~its- 
erhaltung pflanzlicher Lebensmittel wichtig erscheint, wurde im Falle yon 
Spinat n~her untersucht. Zur Enzymbestimmung wurde eine einfache dfinn- 
schichtchromatographische ,,In situ"-Methode entwickelt und mit deren Hilfe 
die thermische Inaktivierung der Lipid-Acyl-Hydrolase durch Messung des 
Abbaus yon Lecithin, Mono- und Digalaktosyldiglycerid verfolgt. Nach Ausweis 
der Inaktivierungskurven besitzt das Enzym eine relativ geringe Hitzestabilit~t. 
Da die aus den Inaktivierungskurven ftir Phospholipase-, Mono- und Diga- 
laktolipase-Aktivithten ermittelten D- und z-Werte nahezu gleich sind, wird 
angenommen, dab die Lipid-Acyl-Hydrolase im Spinat ein multifunktionelles 
Enzym ist. 

Summary 

The thermal reaction of a lipid-acyl-hydrolase which seems to be important 
for the quality preservation of vegetable foods, was investigated in spinach. 
The authors applied a simple in-situ method using thin-layer chromatography 
which had been developed for the enzyme determination, to follow the thermal 
inactivation of the lipid-acyl-hydrolase by measuring the decomposition of 
lecithine, mono- und digalaetosyl diglycerides. According to the incactivation 
curves, the enzyme is relatively little resistant to heat. Since the D- and z-values 
resulting from the inactivation curves for phospholipase, mono- and digalacto- 
lipase activities are almost the same, it can be assumed that the lipid-acyl- 
hydrolase is a multi-function enzyme in spinach. 
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